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Toutes les cellules vivantes sur terre, sans aucune exception connue, conservent leurs 
informations héréditaires sous la forme d’une molécule d’ADN (ou Acide 
Désoxyribonucléique) double brin. Au sein de l’ADN, on appelle « gènes » les unités 
d’information qui gouvernent les caractères transmissibles à la descendance. L’ADN est 
transcrit en ARN (Acide Ribonucléique) messager qui est lui-même traduit en protéine, 
molécule effectrice des fonctions cellulaires. Ce dogme central de la biologie, « un gène 
donne une protéine », a longtemps constitué la base de la biologie moléculaire. Néanmoins, le 
séquençage et l’annotation des génomes eucaryotes a révélé que seulement 1,5% du génome 
humain code des protéines. Avec de si faibles capacités de production de protéines, il est 
difficile de concevoir comment les génomes des organismes complexes sont capables de 
réguler si finement l’expression de leurs gènes au cours du développement. En réalité, chez 
les organismes supérieurs, il existe des variations au dogme « un gène donne une protéine ». 
En effet, le répertoire de protéines exprimées peut être considérablement augmenté par des 
maturations post-transcriptionnelles des ARNm. L’épissage alternatif, par exemple, permet, à 
partir d’un même gène, de générer différentes protéines par combinaison des différents exons. 
Des mécanismes, comme l’édition des ARNm ou l’existence de plusieurs sites de 
polyadénylation, contribuent également à étendre la variété du protéome.  
Et puis, récemment, de nombreuses études ont révélé que la quasi-totalité du génome est 
transcrite en ARN. Certains de ces ARN, synthétisés sans pour autant être traduits, qui ont 
donc été appelés « ARN non codants », sont stables, d'autres sont rapidement dégradés. Parmi 
les premiers, on trouve des ARN impliqués dans la régulation de nombreuses étapes du 
métabolisme cellulaire. Et l'on ignore la fonction de beaucoup d’autres. Les ARN non codants 
dont la fonction est connue participent, entre autres, à la synthèse et à la translocation des 
protéines, à la régulation de l’expression des gènes ou encore à la synthèse des extrémités des 
chromosomes eucaryotes. Même chez les bactéries qui possèdent pourtant un génome plus 
compact, des ARN non codants capables d’influencer l’expression génique ont été identifiés. 
L’ensemble de ces ARNnc participe grandement à la complexité des génomes et des 
organismes supérieurs.  
Au cours de ma thèse, je me suis particulièrement intéressée à un de ces ARN non codants, 
identifié dans les cellules des eucaryotes supérieurs au cours des années 1970, le snARN 7SK. 
Comme nous le verrons tout au long de ce manuscrit, ce petit ARN de seulement 331 
nucléotides, peut influencer la transcription globale des ARN messagers cellulaires, en 
contrôlant spécifiquement l’activité du facteur de transcription P-TEFb. 
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Les génomes eucaryotes sont complexes (environ 30000 gènes chez l’Homme) et organisés 
en structures nucléoprotéiques compactes, la chromatine. Les différents types cellulaires d’un 
organisme pluricellulaire se différencient les uns des autres parce que l’expression de leurs 
gènes diffère. De plus, les cellules sont capables de modifier le patron d’expression de leurs 
gènes en réponse à des signaux extracellulaires. Il est donc essentiel de comprendre les 
mécanismes par lesquels l’expression de chaque gène est régulée individuellement car ils ont 
une très grande importance physiologique. Bien que toutes les étapes impliquées dans 
l’expression d’un gène puissent être régulées, pour la plupart des gènes, la synthèse de l’ARN 
est le point de contrôle le plus important. 
Chez les eucaryotes, la transcription des gènes nucléaires est assurée par trois ARN 
polymérases (ARN pol) différentes, contrairement aux bactéries et aux archées qui ne 
possèdent qu’un seul type d’ARN polymérase. Ainsi, chez les eucaryotes, l’ARN pol I 
synthétise les ARN ribosomiques (ARNr) à l’exception de l’ARNr 5S, l’ARN pol II est 
responsable de la synthèse de la totalité des ARN messagers et de certains ARN non codants, 
enfin, l’ARN pol III synthétise les ARN de transfert, l’ARNr 5S ainsi que certains petits ARN 
non codants. Malgré le fait que les ARN pol I et III soient à l’origine de 80% de la synthèse 
des ARN dans les cellules en croissance, l’ARN pol II a fait l’objet d’une plus grande 
attention étant donné son rôle majeur dans la transcription des gènes codant des protéines. 
Aussi, nous allons nous intéresser plus particulièrement à cette ARN polymérase. 
Le cycle de transcription par l’ARN pol II est un processus très complexe et très régulé. De 
nombreuses interactions moléculaires entre l’ARN pol II, la matrice ADN, l’ARN en synthèse 
et de multiples protéines régulatrices contrôlent l’activité transcriptionnelle au cours du cycle 
de transcription.   
Chapitre I : La transcription par l’ARN polymérase II 
Une régulation correcte de l’expression génique est essentielle pour la différentiation, le 
développement et la survie de toutes les cellules de tous les organismes. La transcription est la 
première et la plus régulée de toutes les étapes permettant l’expression génique chez les 
eucaryotes. 
Le cycle de transcription par l’ARN pol II peut être divisé en trois étapes majeures : 
l’initiation -lorsque l’ARN pol II est recrutée au niveau du promoteur et qu’elle commence la 
synthèse de l’ARN-, l’élongation -durant laquelle l’ARN pol II allonge le transcrit ARN-, et 
la terminaison -au cours de laquelle l’ARN pol II et le transcrit se désengagent de la matrice 
ADN-. Chacune de ces étapes est la cible de facteurs et de mécanismes régulateurs.  
I) Les étapes majeures du cycle de transcription 
I-1) L’initiation de la transcription par l’ARN polymérase II 
D’une manière générale, l’activation des gènes dans les cellules eucaryotes (dans lesquelles la 
cible de la machinerie transcriptionnelle est la chromatine) débute par deux étapes majeures. 
Premièrement, la barrière engendrée par la présence de nucléosomes, qui constituent les 
unités de base de la chromatine, est levée grâce à l’action combinée d’un ensemble de co-
facteurs qui induisent des changements locaux et transitoires de la structure chromatinienne à 
proximité du promoteur. Dans un deuxième temps, le complexe de pré-initiation (PIC) 
constitué de l’ARN pol II et des facteurs généraux de transcription s’assemble et initie la 
transcription.
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1- Le passage à travers la barrière chromatinienne 
L’empaquetage de l’ADN génomique au sein des nucléosomes, les unités fondamentales de la 
chromatine, créé une barrière aux mécanismes nucléaires, tels que la transcription, en 
empêchant l’association de facteurs essentiels et de régulateurs gène-spécifiques au niveau de 
leurs séquences cibles sur les promoteurs. Les unités de base constituant la chromatine sont 
les nucléosomes, qui consistent en une séquence d’ADN génomique de 146 paires de bases 
enroulée autour de deux copies de chacune des protéines histone cœur H2A, H2B, H3 et H4 
(Wolffe, 2001). Les régions d’ADN situées entre deux nucléosomes adjacents sont occupées 
par une protéine histone linker H1 (Aoyagi et al., 2005; Hayes and Hansen, 2001). 
L’association de l’histone H1 facilite la condensation de la chromatine en fibre de 30 nm qui à 
son tour s’organise en une architecture hautement ordonnée pour former les chromosomes 
(Tremethick, 2007; Wolffe, 1998).  
La régulation transcriptionnelle passe donc par la mise en place d’un équilibre dynamique 
entre l’empaquetage des séquences régulatrices au sein de la chromatine et l’accès à ces 
séquences par les régulateurs transcriptionnels. L’accès est donc restreint par les nucléosomes, 
mais ceux-ci peuvent être repositionnés, éjectés ou modifiés par des enzymes connues sous le 
nom de complexes de remodelage ou de modification de la chromatine. 
Deux classes majeures de complexes régulent l’accessibilité des facteurs de transcription à 
leurs séquences cibles. Ainsi, les complexes de remodelage de la chromatine ATP-dépendants 
peuvent déplacer les nucléosomes en altérant les contacts ADN-histones, ce qui expose des 
séquences ADN cibles des facteurs de transcription (Narlikar et al., 2002) ; tandis que les 
complexes de modification des histones peuvent reconfigurer la structure des nucléosomes en 
modifiant de façon covalente les queues des histones pour réduire les interactions ADN-
protéines (Fischle et al., 2003; Kouzarides, 2007; Trotter and Archer, 2007).  
SWI/SNF est un exemple de complexe de remodelage de la chromatine ATP-dépendant qui 
augmente l’accessibilité des facteurs de transcription aux séquences régulatrices. Les enzymes 
de remodelage de la famille SWI/SNF peuvent soit faire glisser, soit éjecter les nucléosomes, 
et leur fonction est souvent corrélée avec une désorganisation des nucléosomes et une 
activation des promoteurs (Lorch et al., 1999; Narlikar et al., 2002; Saha et al., 2006). Chez la 
levure, le recrutement de SWI/SNF au niveau des promoteurs est assuré par des régulateurs 
gène-spécifiques. Chez l’Homme, SWI/SNF s’associe notamment avec le récepteur aux 
glucocorticoïdes in vivo et cette interaction est requise pour les changements hormono-
dépendants de la structure chromatinienne entourant le site de liaison du récepteur (Fryer and 
Archer, 1998). 
Parmi les modifications covalentes des histones, l’hyperacétylation des lysines des queues des 
histones cœur a été particulièrement étudiée. En effet, des études par immunoprécipitation de 
chromatine (ChIP) ont montré qu’une augmentation de l’acétylation des queues des histones 
au niveau des régions promotrices de gènes spécifiques corrèle avec une augmentation de 
l’expression génique (Kuo et al., 2000). Par ailleurs, des travaux récents suggèrent qu’au 
niveau de certains promoteurs, la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 stimule le 
recrutement du facteur général de transcription TFIID (Vermeulen et al., 2007).  
2- La formation du complexe de pré-initiation 
L’initiation de la transcription est une étape très régulée, impliquant l’intervention de 
nombreux facteurs généraux et gènes-spécifiques. Ce processus complexe comprend plusieurs 
étapes, qui impliquent le recrutement de l’ARN polymérase au niveau du promoteur, une 
dénaturation locale de l’ADN autour du site d’initiation de la transcription et la formation des 
premières liaisons phosphodiester de l’ARN.  
Figure 1 : Les étapes de l’initiation de la transcription (tiré de Levine, 2011) 
Dans le cas des promoteurs contenant une boite TATA, l’assemblage du complexe de pré-
initiation (PIC) est initiée par la liaison de la sous-unité TBP (TATA binding protein) du 
complexe TFIID à la boite TATA.  Cette liaison stabilisée par TFIIA aide au recrutement de 
TFIIB. TFIIB définit le site d’initiation de la transcription et favorise le recrutement de l’ARN 
pol II et de TFIIF. Le complexe ainsi formé est initialement instable étant donné que le 
promoteur se trouve dans une conformation « fermée » en double hélice. Le recrutement de 
TFIIE et TFIIH entraîne la formation du complexe « ouvert ». L’ARN pol II peut alors 
accéder au brin matrice et initier la synthèse de l’ARN au niveau du point +1 d’initiation de la 
transcription. La libération du promoteur nécessite la phosphorylation de la sérine 5 du 
domaine carboxy-terminal (CTD) de l’ARN pol II. 
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La reconnaissance des promoteurs commence par l’assemblage d’un complexe 
macromoléculaire connu sous le nom de complexe de pré-initiation, ou PIC. Le PIC est 
constitué de multiples complexes protéiques et fait approximativement 3,5 MDa. L’ensemble 
des facteurs requis pour la formation de ce PIC inclut l’ARN pol II, et les facteurs généraux 
de transcription TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH. La formation du PIC peut être 
régulée par des facteurs de transcription gène-spécifiques, qui se lient à proximité du site 
d’initiation de la transcription. Ces facteurs peuvent agir indirectement sur la machinerie 
transcriptionnelle en recrutant des facteurs capables de modifier la chromatine (et donc de 
rendre l’ADN plus accessible), ou directement en interagissant avec des composants de la 
machinerie générale de transcription. De nombreuses études ont permis d’établir la succession 
d’étapes nécessaires à la formation du PIC (figure 1).  
Les promoteurs minimaux sont classés en deux types principaux sur la base de la présence ou 
de l’absence d’une boite TATA. Les promoteurs ne présentant pas de boite TATA possèdent 
par contre un élément INR (Initiator Element) et/ou un élément DPE (Downstream Promoter 
Element). Dans le cas des promoteurs contenant une boite TATA, la formation du PIC est 
initiée par la liaison de la sous-unité TBP (TATA binding protein) du complexe TFIID à la 
boite TATA située environ 25 nucléotides en amont du site d’initiation de la transcription. 
Cette liaison est stabilisée par TFIIA (Ohkuma, 1997; Roeder, 1996). La fixation de TFIID 
provoque une importante distorsion de l’ADN au niveau de la boite TATA (Kim et al., 1993) 
qui aide au recrutement de TFIIB. Le complexe TFIIB se lie à la protéine TBP ainsi qu’à une 
séquence située en aval de la boite TATA appelée BRE (pour TFIIB-recognition element) 
(Lagrange et al., 1998). TFIIB définit le site d’initiation de la transcription et favorise le 
recrutement de l’ARN pol II et de TFIIF (Leuther et al., 1996; Pinto et al., 1992). A cette 
étape même si l’ARN pol II est associée au complexe de manière stable, elle ne peut initier la 
transcription en l’absence de TFIIE et TFIIH. TFIIE est d’abord recruté par interaction directe 
avec l’ARN pol II. Une fois incorporé dans le PIC, TFIIE recrute le facteur TFIIH. Ce schéma 
de recrutement est le schéma classiquement présenté et correspond au cas général. Une 
variante de ce modèle propose notamment que l’ARN pol II est recrutée au promoteur sous la 
forme d’une holoenzyme contenant également TFIIH, TFIIE et TFIIF. Cette holoenzyme 
pourrait se lier au promoteur en une seule étape, conjointement avec les autres facteurs 
généraux de transription (Orphanides et al., 1996).
Le complexe ainsi formé est initialement instable étant donné que le promoteur se trouve dans 
une conformation « fermée » en double hélice. L’étape suivante de l’initiation est donc 
« l’ouverture » du promoteur provoquée par une dénaturation locale de l’ADN. Cette étape est 
assurée par les complexes TFIIE et TFIIH. TFIIE stabilise le complexe de pré-initiation 
intermédiaire via des interactions avec la quasi totalité des facteurs généraux de transcription 
au sein du PIC ainsi qu’avec l’ARN pol II (Ohkuma, 1997; Roeder, 1996). Quant à TFIIH, il 
se lie en aval de l’ARN pol II et ouvre l’ADN double brin grâce à son activité hélicase ATP-
dépendante (Kim et al., 2000). L’ARN pol II peut alors accéder au brin matrice et initier la 
synthèse de l’ARN au niveau du point +1 d’initiation de la transcription. Après 
l’établissement du complexe de pré-initiation, plusieurs étapes ont été décrites in vitro comme 
étant lentes ou inefficaces. Ainsi, il a été montré que la transcription, qui est initialement 
inefficace, résulte souvent en la production de petits ARN avortés constitués de moins de 10 
nucléotides. Néanmoins, cette initiation abortive n’a pas été montrée in vivo.   
La liaison de ces facteurs généraux de transcription et la formation du PIC peuvent être 
contrôlées par d’autres facteurs de transcription, activateurs ou répresseurs. De nombreux 
facteurs de transcription gène-spécifiques peuvent être récrutés au niveau des promoteurs. 
Chaque promoteur possède un ensemble de sites particuliers qui pourront dans certaines 
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conditions recruter les facteurs de transcription. Les différentes combinaisons de facteurs de 
transcription ayant des effets directs ou indirects permettent de réguler finement le 
recrutement des facteurs généraux de transcription et l’initiation de la transcription, et donc le 
profil d’expression des gènes dans chaque cellule.  
En plus des facteurs gène-spécifiques, des co-facteurs généraux sont également souvent requis 
pour la transcription dépendante des activateurs (ou régulée). Ces co-facteurs ont pour rôle de 
faciliter la communication entre les facteurs de transcription gène-spécifiques et les 
composants de la machinerie transcriptionnelle. Trois classes de co-facteurs généraux sont 
généralement impliquées dans l’activation des gènes, incluant certaines sous-unités du 
complexe TFIID appelées TAF (pour facteurs associés à TBP), le complexe Médiateur, et les 
co-facteurs positifs et négatifs dérivés d’USA (Upstream Stimulatory Activity).    
Parmi le nombre limité de co-activateurs connus pour cibler directement l’ARN pol II, le 
complexe Médiateur a émergé comme étant le plus crucial. Ainsi, ce complexe protéique 
constitué d’environ 30 sous-unités, joue un rôle prédominant dans l’assemblage du PIC. Des 
études suggèrent que le Médiateur aide la transcription dépendante des activateurs en agissant 
comme un pont entre les facteurs de transcription se liant à l’ADN et l’ARN pol II, les 
facteurs généraux de transcription et les autres composants de la machinerie 
transcriptionnelle. Ainsi, le Médiateur se lie non seulement à l’ARN pol II et aux facteurs 
d’initiation, mais aussi, aux domaines d’activation de nombreux facteurs de transcription 
gène-spécifiques (Balamotis et al., 2009; Malik and Roeder, 2005; Myers and Kornberg, 
2000; Taatjes, 2010). Les signaux régulateurs sont transmis grâce à la capacité du Médiateur à 
jouer le rôle d’interface entre les deux machineries. A travers ces interactions, le Médiateur 
peut augmenter le recrutement de l’ARN pol II et des facteurs généraux de transcription au 
niveau des promoteurs sur lesquels sont fixés des activateurs de transcription et ainsi 
promouvoir la formation du PIC. Plusieurs études ont montré que le Médiateur existe sous au 
moins deux formes distinctes dans les cellules. La forme la plus simple, le Médiateur 
« cœur », peut s’associer fermement avec l’ARN pol II pour former l’holoenzyme. Une forme 
alternative du Médiateur ne contient pas l’ARN pol II mais inclut un autre module appelé 
module kinase. La forme cœur semble responsable du rôle joué par le Médiateur dans 
l’activation de la transcription, tandis que la forme comprenant le module kinase pourrait 
également jouer un rôle répresseur (Akoulitchev et al., 2000; Elmlund et al., 2006; Knuesel et 
al., 2009).    
I-2) Transition initiation-élongation 
Une ARN pol II en élongation productive peut synthétiser la totalité de l’ARN d’une manière 
extrêmement processive sans se dissocier de la matrice ADN ou relarguer le transcrit naissant. 
Néanmoins, pour acquérir ces propriétés, l’ARN pol II initiant la transcription doit subir une 
maturation structurale et fonctionnelle. La libération du promoteur est la première étape de ce 
processus de maturation, durant laquelle la polymérase rompt ses contacts avec les séquence 
promotrices et avec certains facteurs liés au promoteur et resserre simultanément son étreinte 
sur l’ARN naissant. Certaines des interactions protéine-protéine à l’origine de l’assemblage 
du complexe de pré-initiation devront être rompues au cours de cette étape de libération du 
promoteur. Chacune de ces étapes dépend d’interactions intrinsèques de la polymérase avec 
l’ARN naissant et avec la matrice ADN, et est soumise à régulation par des facteurs 
extrinsèques. La libération du promoteur est considérée comme terminée lorsque l’ARN 
naissant est stablement associé au complexe de transcription.  
Une première étape est franchie lorsque la taille de l’ARN synthétisé atteint une longueur de 
quatre nucléotides (Holstege et al., 1997; Kugel and Goodrich, 2000). Certaines interactions 
Figure 2 : Le « scaffold complex» (adapté de Yudkovsky et al, 2000) 
Lorsque des NTP sont ajoutés à un complexe de pré-initiation, l’ARN pol II initie la 
transcription. Tandis que TFIIB et TFIIF se dissocient du promoteur, TFIID, TFIIA, TFIIH, 
TFIIE et le complexe Médiateur restent associés au sein du « scaffold complex » qui sert 
d’échafaudage pour la formation d’un complexe de ré-initiation fonctionnel. TFIIE est 
représenté en pointillés car il est le composant le moins stable du « scaffold complex ».  
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au sein du complexe de transcription semblent importantes pour franchir cette première étape. 
En effet, dans le complexe d’initiation, le domaine amino-terminal de TFIIB s’insère dans le 
site catalytique de l’ARN pol II et semble stabiliser l’association de l’ARN naissant avec 
l’ARN pol II (Bushnell et al., 2004; Chen and Hampsey, 2004; Kostrewa et al., 2009). Tandis 
que cette interaction aide à stabiliser le court transcrit ARN, après l’addition du cinquième 
nucléotide, le transcrit naissant commence à se heurter au domaine amino-terminal de TFIIB 
qui doit alors être déplacé. En conséquence, l’ARN croissant aide à diriger les changements 
conformationnels et augmente la stabilité du complexe de transcription. Enfin, lorsque le 
transcrit naissant a une taille de 8 à 9 nucléotides, il atteint la longueur de l’hybride ARN-
ADN dans le complexe d’élongation. La formation de cet hybride ARN-ADN stable diminue 
la probabilité d’un relargage de l’ARN (Holstege et al., 1997; Pal and Luse, 2003; Sidorenkov 
et al., 1998). La partie amont de la bulle de transcription qui s’est allongée se referme à cette 
étape, stabilisant encore le complexe et relargant l’énergie accumulée, ce qui pourrait aider la 
libération du promoteur (Pal et al., 2005).   
TFIIH joue également un rôle important à cette étape, non seulement en ouvrant un peu plus 
le double brin d’ADN en aval mais aussi en phosphorylant les résidus sérine 5 du CTD de 
l’ARN pol II (Kim et al., 1994). Cette phosphorylation pourrait en effet aider à rompre les 
contacts avec certains facteurs liés au promoteur (Liu et al., 2004). 
Des analyses du devenir des facteurs généraux de transcription au cours de la transition de 
l’initiation à l’élongation ont montré que tous les facteurs généraux coexistent dans les 
complexes d’initiation matures, mais que, suite à l’ajout de nucléotides, ce complexe est 
déstabilisé. Durant cette transition, TFIID, TFIIA, TFIIH, TFIIE et le complexe Médiateur 
restent associés au promoteur tandis que TFIIB et TFIIF sont relargués (Roberts et al., 1995; 
Svejstrup et al., 1997; Yudkovsky et al., 2000). TFIIF est relargué du complexe d’initiation 
quelque part après la formation de la dixième liaison phospho-diester. Après son relargage, 
TFIIF peut se réassocier à l’ARN pol II en pause, ce qui rend ce facteur unique en son genre 
puisqu’il est le seul des facteurs de transcription généraux détecté dans les complexes 
d’élongation (Zawel et al., 1995).  
Après l’initiation, certains facteurs généraux de transcription ainsi que le complexe médiateur 
restent donc au niveau du promoteur, formant une plateforme pour l’assemblage d’un second 
complexe de transcription (figure 2). Cet intermédiaire, appelé « scaffold complex », sert 
d’échafaudage pour la formation d’un complexe de ré-initiation fonctionnel.
I-3) L’élongation de la transcription par l’ARN polymérase II 
L’élongation de la transcription est un processus discontinu qui est fréquemment interrompu 
par divers facteurs. En effet, l’ARN pol II est très sensible aux signaux intrinsèques tels que 
des séquences et/ou des structures de l’ADN ou du transcrit naissant particulières et aux 
signaux extrinsèques tels que l’association de facteurs régulateurs. Ces signaux peuvent 
entraîner un blocage de la progression de la polymérase, qui marque alors une pause 
transcriptionnelle. Ces pauses ont été identifiées pour chacun des trois types d’ARN pol 
eucaryotes, ainsi que pour les ARN pol virales et procaryotes (Uptain et al., 1997). On parle 
de pause transcriptionnelle lorsque l’ARN pol interrompt l’ajout de NTP au transcrit naissant 
pendant un moment avant de reprendre l’élongation. La pause transcriptionnelle peut être 
provoquée par un glissement de l’ARN pol II vers l’arrière sur la matrice ADN, mécanisme 
appelé « backtracking », causant un mauvais alignement du site catalytique de l’enzyme avec 
l’extrémité 3’-OH du transcrit naissant, ce qui empêche la polymérase de reprendre la 
transcription d’elle-même. La pause transcriptionnelle peut également être indépendante de ce 
phénomène de « backtracking », et être liée à un réarrangement structural au sein de la
Figure 3 : Mode d’action de TFIIS 
Lorsque l’ARN pol II (en gris) rencontre un site de pause, elle glisse alors en arrière de 
quelques nucléotides. L’extrémité 3’OH du transcrit naissant (en rouge) n’est alors plus 
alignée avec le site catalytique de l’ARN pol II. Le facteur de transcription TFIIS (en jaune) 
stimule l’activité endonucléolytique de l’ARN pol II qui clive le transcrit, ce qui permet la 
formation d’une nouvelle extrémité 3’ de l’ARN correctement alignée avec le site catalytique 
de l’ARN pol II.      
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polymérase et de la séquence ADN comme cela a été montré pour une polymérase 
bactérienne (Erie, 2002; Neuman et al., 2003).  
Divers facteurs, appelés facteurs d’élongation, ont pour rôle de contrebalancer ou de limiter 
ces blocages, modulant ainsi les pauses transcriptionnelles et donc la vitesse d’élongation.  
Les pauses transcriptionnelles marquées par l’ARN pol II jouent des rôles clés dans la 
régulation de l’expression génique et permettent notamment de coordonner le déplacement de 
l’ARN pol II le long du gène avec la maturation co-transcriptionnelle du transcrit.  
1-Les facteurs d’élongation 
a) TFIIS 
Lorsque l’ARN pol II glisse de quelques nucléotides vers l’arrière sur la matrice ADN dans 
un mouvement appelé « backtracking », elle se déplace par rapport à l’ARN naissant de sorte 
que l’extrémité 3’-OH de cet ARN est déplacée par rapport au site actif de la polymérase. 
Cette ARN pol II arrêtée ne peut pas reprendre la transcription en l’absence de facteurs 
stimulant le clivage de l’ARN. En effet, la formation d’une nouvelle extrémité 3’-OH de 
l’ARN correctement alignée avec le site actif de la polymérase est essentiel pour la reprise de 
l’élongation.  
Le facteur accessoire TFIIS (également appelé SII) réactive les complexes de transcription 
ayant subit un « backtracking » en activant le clivage du transcrit par l’ARN pol II (figure 3). 
Cela permet le réalignement du site actif de la polymérase avec la nouvelle extrémité de 
l’ARN afin que la transcription puisse reprendre son cours (Izban and Luse, 1992b; Reines et 
al., 1992). Ainsi, l’activité de TFIIS peut entraîner une augmentation importante de la 
transcription globale dans des réactions de transcription reconstituées (Bengal et al., 1991; 
Jeon et al., 1994; Reinberg and Roeder, 1987; Sekimizu et al., 1976). Le gène codant pour 
TFIIS n’est pas essentiel chez la levure (Hubert et al., 1983) et les conséquences de son 
absence sur l’élongation de la transcription sont mineures (Mason and Struhl, 2005). 
Néanmoins, l’activité intrinsèque de clivage du transcrit de l’ARN pol II est essentielle. Des 
travaux récents menés chez la levure ont montré que la présence d’obstacles entraînant un 
« backtracking » de l’ARN pol II est fréquente in vivo et que la capacité de l’ARN pol II à 
cliver son transcrit en réponse à un tel « backtracking » est essentielle pour la transcription et 
la viabilité des cellules (Sigurdsson et al., 2010).  
b) TFIIF 
A côté de son rôle dans l’initiation de la transcription, le facteur général de transcription 
TFIIF diminue le temps des pauses marquées par l’ARN pol II et stimule la vitesse 
d’élongation (Bengal et al., 1991; Flores et al., 1989; Izban and Luse, 1992a; Price et al., 
1989; Tan et al., 1994). Comme nous l’avons vu, TFIIF ne voyage pas avec l’ARN pol II au 
sein du complexe d’élongation. Néanmoins, TFIIF peut se ré-associer à l’ARN pol II lorsque 
celle-ci rencontre un blocage au cours de l’élongation (Zawel et al., 1995). Il a été proposé 
que l’association transitoire de TFIIF avec l’ARN pol II en pause induit un changement 
conformationnel dans la polymérase nécessaire pour une élongation optimale. TFIIF serait 
ensuite relargué du complexe d’élongation (Zawel et al., 1995). TFIIF apparaît donc comme 
un facteur d’élongation actif, mais ne reste pas associé avec l’ARN pol II en cours 
d’élongation.
c) Le complexe Elongin 
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Le complexe Elongin (ou SIII) est constitué de trois sous-unités, l’Elongin A est la sous-unité 
transcriptionnellement active tandis que les sous-unités B et C agissent comme des sous-
unités régulatrices (Aso et al., 1996; Aso et al., 1995; Garrett et al., 1995; Takagi et al., 1996). 
L’Elongin A stimule fortement le taux d’élongation par l’ARN pol II en supprimant les 
pauses transitoires de la polymérase au niveau de nombreux sites. Il a été proposé que ce 
complexe pourrait supprimer les pauses transitoires de l’ARN pol II en aidant à maintenir 
l’extrémité 3’-OH de l’ARN naissant dans la bonne position dans le site actif de la 
polymérase (Takagi et al., 1995). 
Il a été montré que le complexe Elongin n’augmente l’élongation par l’ARN pol II qu’en 
l’absence du facteur TFIIF dans le complexe d’élongation (Moreland et al., 1998). Il est donc 
possible que le complexe Elongin serve de facteur complémentaire pour supprimer les pauses 
transcriptionnelles au cas où TFIIF échouerait à se réassocier avec le complexe d’élongation 
en pause. Néanmoins, il est possible que TFIIF et le complexe Elongin jouent des rôles 
indépendants in vivo.  
d) La famille des ELL 
ELL (pour Eleven nineteen lysine-rich leukemia) stimule le taux de transcription de l’ARN 
pol II in vitro en réduisant les pauses (Shilatifard, 1998; Shilatifard et al., 1996). ELL pourrait 
stimuler l’élongation par l’ARN pol II in vitro en aidant à maintenir l’extrémité 3’-OH de 
l’ARN naissant dans le bon alignement avec le site catalytique de la polymérase, prévenant 
ainsi le « backtracking » de l’enzyme (Shilatifard et al., 2003).
L’homologue de ELL chez la drosophile (dELL) a été identifié comme un facteur essentiel au 
cours du développement, indiquant que ELL joue un rôle non redondant et distinct de ceux de 
TFIIF et du complexe Elongin in vivo (Eissenberg et al., 2002; Gerber et al., 2001). En 
réponse à un choc thermique, dELL est recruté sur les gènes codants pour des protéines heat-
shock (Gerber et al., 2001), et sa présence avec l’ARN pol II à ces loci est requise pour 
stimuler l’expression des gènes heat-shock (Eissenberg et al., 2002; Shilatifard, 2004; Smith 
et al., 2008).  
Par ailleurs, une étude récente a montré qu’une diminution de l’expression de ELL, dans des 
cellules humaines en culture par ARN interférence (ARNi), entraînait une déstabilisation du 
PIC et une perturbation de l’élongation précoce (Byun et al., 2012). Ces résultats suggèrent 
que ELL pourrait également jouer un rôle beaucoup plus précoce au cours du cycle de 
transcription par l’ARN pol II. 
e) PAFc 
Le facteur d’élongation PAF1c (pour Polymerase Associated Factor complex) augmente les 
taux d’élongation de la transcription tant sur de l’ADN nu que sur la chromatine (Kim et al., 
2010; Rondon et al., 2004), et fonctionne de concert avec nombre d’autres facteurs modulant 
la structure de la chromatine et la maturation des ARN (Jaehning, 2010). Tandis que PAF1c 
peut clairement influencer l’élongation productive, plusieurs études suggèrent également un 
rôle pour PAF1c dans le contrôle de l’élongation précoce. En effet, il a notamment été 
suggéré que PAF1c pourrait jouer un rôle au cours de l’activation de gènes heat-shock chez la 
drosophile (Adelman et al., 2006). De plus, PAFc interagit avec de nombreux facteurs 
régulant l’élongation de la transcription tels que DSIF, Tat-SF1, TFIIS ou encore le Super 
Elongation Complex (SEC) que nous aborderons dans le chapitre III (Bai et al., 2010; Chen et 
al., 2009; He et al., 2011; Kim et al., 2010; Sobhian et al., 2010). A travers ces diverses 
interactions, PAFc pourrait jouer divers rôles dans la régulation de l’élongation de la 
transcription. Ce facteur d’élongation pourrait notamment connecter le SEC à l’ARN pol II 
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sur la chromatine (He et al., 2011), ou encore coopèrer avec Tat-SF1 et DSIF pour stimuler 
l’élongation de la transcription par l’ARN pol II (Chen et al., 2009). 
2- La pause transcriptionnelle imposée par les facteurs négatifs 
d’élongation de la transcription 
Jusqu’à récemment, le contrôle transcriptionnel de la plupart des gènes était considéré comme 
lié uniquement à la régulation du recrutement de l’ARN Pol II sur le promoteur. Néanmoins, 
des études de plus en plus nombreuses montrent que l’ARN pol II s’arrête souvent juste après 
la libération du promoteur, environ 20 à 40 nucléotides en aval du point d’initiation de la 
transcription. La libération de l’ARN pol II de cette pause émerge comme un mécanisme 
majeur du contrôle de l’expression génique au cours du développement. En effet, il a été 
montré que, dans les cellules humaines, un nombre significatif de promoteurs (5% des 
promoteurs analysés) sont occupés par la machinerie transcriptionnelle mais ne produisent pas 
de transcrits, indiquant que le recrutement de la polymérase ne semble pas limitant pour 
l’expression de ces gènes (Kim et al., 2005). Il a également été démontré qu’une fraction 
significative des gènes sur lesquels la transcription est initiée dans les cellules humaines ne 
sont pas transcrits de façon productive, suggérant un blocage au cours de l’élongation de la 
transcription (Guenther et al., 2007). Par ailleurs, deux analyses menées à l’échelle du 
génome entier chez la drosophile ont montré que la pause marquée par l’ARN Pol II à 
proximité du promoteur n’est pas un phénomène isolé mais un événement plutôt commun 
dans les organismes supérieurs (Muse et al., 2007; Zeitlinger et al., 2007). Des analyses en 
«run-on sequencing» menées à l’échelle du génome entier dans des cellules humaines (Core 
et al., 2008), ou des cellules souches embryonnaires ou des fibroblastes embryonnaires de 
souris (Min et al., 2011), ont permis de déterminer qu’environ 30 à 40% des gènes présentent 
un pic d’ARN pol II engagées, caractéristique d’une pause transcriptionnelle. Par ailleurs, une 
équipe a entrepris d’isoler et de caractériser les ARN courts dérivés des ARN pol II en pause 
dans les cellules de drosophile. Des niveaux significatifs de ces ARN courts sont générés à 
partir d’environ un tiers des gènes, indiquant que la pause transcriptionnelle à proximité du 
promoteur est une caractéristique générale des ARN pol II en élongation précoce (Nechaev et 
al., 2010). Enfin, une analyse par ChIP-séquençage a montré que dans des cellules souches 
embryonnaires de souris, la pause transcriptionnelle à proximité du promoteur survient sur la 
majorité des gènes, aussi bien ceux activement transcrits que ceux dont la transcription est 
initiée mais dont l’élongation est bloquée (Rahl et al., 2010). 
Toutes ces études prouvent que la pause transcriptionnelle marquée par l’ARN pol II à 
proximité du promoteur est une caractéristique générale du cycle de transcription. L’une des 
fonctions majeures de la pause marquée par l’ARN pol II à proximité du promoteur serait de 
maintenir un environnement transcriptionnellement permissif au niveau du promoteur. En 
effet, l’ARN pol II en pause semble empêcher le positionnement des nucléosomes au niveau 
du promoteur en entrant en compétition avec ces derniers pour l’occupation du promoteur 
(Gilchrist et al., 2010; Palermo et al., 2011). 
a) Les facteurs imposant la pause transcriptionnelle à proximité du promoteur 
La majeure partie des informations concernant la pause transcriptionnelle à proximité du 
promoteur provient d’études réalisées avec un analogue de nucléoside appelé DRB, pour 5,6-
dichloro-1-4-D-ribofuranosylbenzimidazol (DRB), inhibant l’élongation de la transcription 
par l’ARN pol II (Chodosh et al., 1989; Fraser et al., 1978; Sehgal et al., 1976). Deux facteurs 
négatifs d’élongation de la transcription (ou N-TEF) ont ainsi été identifiés, le complexe 
hétéro-dimérique DSIF (pour DRB Sensitivity Inducing Factor) (Wada et al., 1998a), et le 
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complexe NELF (pour Negative Elongation Factor) (Yamaguchi et al., 1999). DSIF et NELF, 
coopèrent pour inhiber l’élongation de la transcription, après la synthèse d’un ARN d’environ 
30 nucléotides (Renner et al., 2001; Yamaguchi et al., 1999).  
DSIF est constitué des facteurs d’élongation Spt4 et Spt5, qui sont conservés de la levure à 
l’Homme (Hartzog et al., 1998). NELF est constitué de quatre sous-unités, NELF-A, B, C/D 
et E, et est conservé entre les eucaryotes supérieurs, mais n’a pas été identifié chez C. elegans, 
S. cerevisiae ou A. thaliana (Narita et al., 2003). Il a été montré que la protéine NELF-A 
s’associe à l’ARN pol II (Narita et al., 2003), cette protéine pourrait donc ancrer le complexe 
NELF au complexe d’élongation. La sous-unité NELF-E contient, quant à elle, un motif de 
liaison à l’ARN. Mais il semble que NELF ait une faible affinité pour l’ARN (Rao et al., 
2006). Ainsi, dans une étude récente qui a montré que NELF ne s’associe au complexe 
d’élongation qu’en présence de DSIF, aucun contact entre NELF et l’ARN n’a pu être détecté 
(Missra and Gilmour, 2010). Or, il a été montré que la sous-unité Spt5 de DSIF entre en 
contact avec l’ARN naissant alors qu’il émerge du complexe d’élongation (Cheng and Price, 
2008; Missra and Gilmour, 2010). Il est donc probable que ce soit DSIF plutôt que NELF qui 
reconnaisse le transcrit. Ce contact entre DSIF et l’ARN pourrait jouer un rôle décisif dans la 
pause marquée par l’ARN pol II. En effet, la distance entre le site d’initiation de la 
transcription et l’ARN pol II en pause pourrait être imposée par la longueur du transcrit 
nécessaire pour l’association de DSIF avec le complexe d’élongation (Cheng and Price, 2008; 
Missra and Gilmour, 2010). NELF joue néanmoins un  rôle crucial dans la pause 
transcriptionnelle à proximité des promoteurs. En effet, une diminution des niveaux de NELF 
par ARNi dans des cellules de drosophile entraîne une perte des ARN pol II en pause à 
proximité des promoteurs (Gilchrist et al., 2010; Gilchrist et al., 2008).   
Des analyses par ChIP ont montré que NELF est présent à proximité du promoteur mais ne se 
déplace pas le long du gène avec le complexe d’élongation, de façon consistante avec une 
dissociation de NELF lors de la libération de l’ARN pol II de cette pause transcriptionnelle 
(Aida et al., 2006; Lee et al., 2008; Rahl et al., 2010; Wu et al., 2003a). Contrairement à 
NELF, DSIF reste associé à l’ARN pol II après sa transition en élongation productive 
(Andrulis et al., 2000; Kaplan et al., 2000). DSIF fonctionne alors comme un facteur positif 
d’élongation capable de réduire les arrêts de l’ARN pol II aux sites de pause, prévenant la 
libération du transcrit et stimulant l’élongation (Bourgeois et al., 2002; Wada et al., 1998a). 
DSIF est donc considéré comme un facteur d’élongation de la transcription ayant des 
propriétés positives et négatives, il est donc possible que ces effets soient influencés par son 
association avec d’autres facteurs. DSIF joue un rôle important dans la pause 
transcriptionnelle. En effet, sur le gène A20 humain, il a été rapporté que la pause 
transcriptionnelle à proximité du promoteur implique DSIF mais pas NELF (Ainbinder et al., 
2004). Chez C. elegans, qui possède DSIF mais pas NELF, la pause à proximité du promoteur 
survient en réponse à une privation de nutriments (Baugh et al., 2009). De plus, le complexe 
DSIF est présent chez tous les eucaryotes, chez les archées, et présente une homologie avec le 
facteur de transcription bactérien NusG (Hirtreiter et al., 2010). Il est donc probable que DSIF 
soit un facteur fondamental pour la transcription ARN pol II-dépendante, tandis que NELF 
pourrait jouer un rôle dans l’établissement de la pause au cours de l’élongation précoce 
spécifiquement chez les métazoaires.  
b) Les facteurs permettant la levée de la pause transcriptionnelle  
Les études menées avec le DRB ont montré que cet analogue de nucléoside n’inhibe pas 
l’ARN pol II directement, mais agit plutôt sur un autre facteur (Marshall and Price, 1992). Ce 
facteur a ensuite été identifié comme étant le facteur positif d’élongation de la transcription 
(P-TEFb) (Marshall and Price, 1995), que nous verrons de manière plus détaillée dans le 
Figure 4 : P-TEFb lève la pause transcriptionnelle marquée par l’ARN pol II à 
proximité du promoteur 
Peu après l’initiation de la transcription la progression de l’ARN pol II est bloquée par 
l’action concertée des deux facteurs négatifs d’élongation (N-TEF), DSIF et NELF. Pour 
contrecarrer l’action de N-TEF, le facteur d’élongation de la transcription P-TEFb 
phosphoryle DSIF, NELF et les résidus Ser2 du CTD de l’ARN pol II. Ces évènements de 
phosphorylation facilitent la reprise d’une élongation productive en causant la dissociation de 
NELF de l’ARN pol II et en convertissant DSIF en activateur de la transcription.      
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chapitre III. P-TEFb est un hétérodimère composé d’une protéine kinase, la CDK9 (pour 
Cyclin-Dependent Kinase-9) et de son partenaire cycline, la cycline T1 ou T2 (Peng et al., 
1998a; Peng et al., 1998b). P-TEFb phosphoryle le CTD de l’ARN pol II sur la sérine 2, le 
domaine carboxy-terminal de la sous-unité Spt5 de DSIF et la sous-unité NELF-E de NELF 
(Fujinaga et al., 2004; Ivanov et al., 2000; Marshall et al., 1996; Yamada et al., 2006). Ces 
évènements de phosphorylation facilitent la reprise d’une élongation productive en causant la 
dissociation de NELF de l’ARN pol II et en convertissant DSIF en activateur (figure 4) 
(Wada et al., 1998a; Yamada et al., 2006). Dans des extraits immunodéplétés en DSIF et 
NELF, P-TEFb n’est plus nécessaire pour une élongation productive, démontrant que la 
principale fonction de P-TEFb est de contrecarrer l’effet négatif des N-TEF (Wada et al., 
1998a; Yamaguchi et al., 1999).  
3- L’élongation à travers les nucléosomes 
En plus des signaux induisant les pauses, l’ARN pol II doit également faire face aux barrages 
créés par les nucléosomes qui limitent sa progression et répriment l’élongation de la 
transcription. Pour faciliter la progression de l’ARN polymérase à travers la chromatine, les 
nucléosomes peuvent être partiellement désassemblés et déplacés du trajet de la polymérase, 
ou leurs propriétés peuvent être altérées par des modifications covalentes des histones.  
a) Modification des histones 
Les modifications covalentes d’histones influençant l’élongation de la transcription incluent 
l’acétylation, la méthylation, la phosphorylation et l’ubiquitylation. Les modifications 
d’histones peuvent changer les propriétés physiques et chimiques de la chromatine, altérer la 
capacité d’autres facteurs à manipuler la chromatine, et peuvent également influencer le 
recrutement de nombreux facteurs au niveau du gène. Le complexe d’élongation de la 
transcription est ciblé par diverses protéines qui modifient la chromatine. Parmi les 
modifications d’histones influençant positivement l’élongation de la transcription on trouve, 
entre autres, la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3, la méthylation de la lysine 36 de 
l’histone H3, ou encore l’acétylation des histones H3 et H4 (Kristjuhan et al., 2002).  
La triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (H3K4) est concentrée au niveau de 
l’extrémité 5’ des gènes et est associée à une transcription active (Liu et al., 2005; Pokholok 
et al., 2005; Schneider et al., 2004). Les membres de la famille de protéines Set1 méthylent la 
H3K4 (Dillon et al., 2005).  
La méthylation de la lysine 36 de l’histone H3 (H3K36) tend, quant à elle, à être présente 
dans les régions codantes des gènes transcriptionnellement actifs (Krogan et al., 2003; 
Pokholok et al., 2005; Rao et al., 2005). Les membres de la famille de protéines Set2 
méthylent la H3K36 (Dillon et al., 2005).  
L’un des facteurs majeurs dans l’acétylation des histones est le complexe élongateur. Ce 
complexe composé de plusieurs sous-unités possède une activité lysine acétyl-transférase 
spécifique des histones H3 et H4 (Winkler et al., 2002). In vitro, l’élongateur facilite la 
transcription par l’ARN pol II à partir d’une matrice chromatinienne, tandis qu’il n’a pas 
d’influence sur la transcription sur de l’ADN nu (Kim et al., 2002; Krogan and Greenblatt, 
2001), et in vivo, des niveaux réduits de certaines sous-unités de l’élongateur affectent 
l’expression de certains gènes (Close et al., 2006).  
b) Repositionnement des nucléosomes 
Des facteurs régulant le positionnement des nucléosomes et leur structure sont également 
requis pour une transcription efficace. Ces facteurs incluent les complexes de remodelage de 

Figure 5 : Remodelage des nucléosomes et enzymes d’assemblage/désassemblage 
(d’après Saunders et al., 2006) 
a) Les 3 grandes familles de remodelage de la chromatine ATP-dépendant impliquées dans 
l’élongation de la transcription : SWI/SNF, ISWI et CHD. Elles peuvent soit repositionner les 
nucléosomes par un transfert en trans vers une autre molécule d’ADN (par exemple de 
l’ADNb à l’ADNa), ou en cis, en faisant glisser les nucléosomes en avant ou en arrière de leur 
position d’origine. 
b) Le désassemblage/réassemblage des nucléosomes, par des facteurs comme FACT ou Spt6, 
peut faciliter la transcription d’une matrice de chromatine en retirant un dimère d’histone 
H2A/H2B du nucléosome. Le réassemblage des nucléosomes après la transcription par l’ARN 
pol II est essentiel pour prévenir des transcriptions aberrantes depuis les promoteurs 
cryptiques. 
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la chromatine et les chaperones d’histones impliquées dans le désassemblage et le ré-
assemblage des nucléosomes.   
Les complexes de remodelage de la chromatine 
Les facteurs de remodelage de la chromatine sont des ATPases qui transloquent l’ADN, ce 
qui provoque des glissements ou parfois des transferts ou evictions de nucléosomes. Il existe 
quatre familles de remodeleurs de chromatine ATP-dépendants : les familles ISWI, SNF2, 
CHD et INO80/SWR. Aucune de ces familles de remodeleurs n’est liée exclusivement à 
l’élongation de la transcription. Les remodeleurs de chromatine sont définis principalement 
pour leur rôle dans la régulation de l’architecture des promoteurs. Malgré tout, certains 
remodeleurs de chromatine ont également été associés avec des régions codantes, et plus 
particulièrement les membres des familles ISWI, SNF2 et CHD : ISW1, SWI/SNF et CHD1 
respectivement (figure5) (Corey et al., 2003; Morillon et al., 2003; Simic et al., 2003; Zhao et 
al., 2005a). 
CHD1 remodèle les  nucléosomes in vitro et joue un rôle dans l’élongation (Tran et al., 2000). 
Des études menées sur des chromosomes polytènes de drosophile ont révélé que CHD1 
s’associe avec les sites de transcription actifs (Stokes et al., 1996). De plus, CHD1 intéragit 
physiquement avec les facteurs d’élongation PAFc, DSIF, et FACT (Kelley et al., 1999; 
Krogan et al., 2002; Simic et al., 2003) et avec l’histone H3 méthylée sur la lysine 4 de façon 
transcription-dépendante, soulignant son rôle dans l’élongation de la transcription (Sims et al., 
2005). 
Le complexe SWI/SNF humain est requis pour l’initiation et l’élongation de la transcription 
sur le gène hsp70 humain in vitro (Brown et al., 1996). Plusieurs études ont apporté d’autres 
preuves pour le rôle joué par SWI/SNF au cours de l’élongation in vivo, soulignant le rôle du 
remodelage de la chromatine comme un élément du processus d’élongation de la transcription 
(Corey et al., 2003; Davie and Kane, 2000; Sullivan et al., 2001). Les complexes SWI/SNF 
humain et de levure sont associés avec l’ARN pol II (Cho et al., 1998; Wilson et al., 1996), 
suggérant qu’ils pourraient être recrutés ensemble au niveau des gènes transcrits. 
Les chaperones d’histones 
Les facteurs d’assemblage des histones, aussi appelé chaperones d’histones, lient les histones 
et assurent leur assemblage correct en nucléosomes. Les chaperones d’histones FACT et Spt6 
sont impliqués dans le désassemblage et le ré-assemblage des nucléosomes (figure 5). Au 
cours de l’élongation de la transcription, ils facilitent le passage de la machinerie 
transcriptionnelle à travers la barrière formée par les nucléosomes en déstabilisant ces 
derniers en avant de la polymérase, et re-déposent les nucléosomes dans le sillage de la 
machinerie transcriptionnelle.   
Le complexe FACT (Facilitates Chromatin Transcription) agit après l’initiation pour 
permettre la transcription à travers les nucléosomes (Belotserkovskaya et al., 2003). FACT se 
lie directement aux nucléosomes et facilite le déplacement des dimères H2A-H2B pour rendre 
l’ADN plus accessible au cours de la transcription (Belotserkovskaya et al., 2003; Orphanides 
et al., 1999; Reinberg and Sims, 2006). Par ailleurs, il a été montré que FACT prévient 
l’initiation cryptique de la transcription par l’ARN pol II chez la levure, démontrant son rôle 
dans le maintien de la structure chromatinienne au cours de l’élongation (Mason and Struhl, 
2003). 
Spt6 facilite l’élongation de la transcription par l’ARN pol II in vivo (Ardehali et al., 2009). 
Ce facteur interagit physiquement avec les histones in vitro, et possède une activité chaperone 
d’histones (Bortvin and Winston, 1996). Spt6 se lie préférentiellement aux histones H3 et H4, 
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et est localisé au niveau des régions activement transcrites par l’ARN pol II (Andrulis et al., 
2000; Kaplan et al., 2000). Spt6 est requis pour le ré-assemblage des nucléosomes sur les 
gènes activement transcrits après le passage du complexe de transcription (Ivanovska et al., 
2011). Ce rôle dans le ré-assemblage des nucléosomes pourrait expliquer son implication dans 
la prévention de l’initiation cryptique de la transcription par l’ARN pol II chez la levure 
(Kaplan et al., 2003).
c) Coopération entre les complexes de transcription pour franchir la barrière 
chromatinienne 
La maintenance de l’état de la chromatine et du patron de modification des histones est 
essentiel pour une régulation correcte de l’expression des gènes. Cette maintenance de 
l’organisation des nucléosomes durant le passage de l’ARN pol II est accompagnée par le 
rétablissement de la structure des nucléosomes. Sur des gènes modéremment transcrits, seuls 
les dimères H2A-H2B sont déplacés (Dion et al., 2007; Jamai et al., 2007; Rufiange et al., 
2007; Schwartz and Ahmad, 2005; Thiriet and Hayes, 2005; Wirbelauer et al., 2005). Au 
contraire, sur des gènes activement transcrits, toutes les histones cœur sont déplacées 
(Kristjuhan and Svejstrup, 2004; Lee et al., 2004; Schwabish and Struhl, 2004). Ces études 
suggèrent qu’au cours de la transcription par l’ARN pol II in vivo, les dimères d’histones 
H2A-H2B sont déplacés de manière constitutive, tandis que les histones H3/H4 sont 
déplacées uniquement lorsque le niveau de transcription est élevé. Des études menées in vitro
ont confirmé que de multiples complexes de transcription peuvent efficacement franchir la 
barrière formée par les nucléosomes et déplacer les octamères d’histones complets, 
confirmant les observations faites in vivo (Kulaeva et al., 2010). Ainsi, l’hexamère d’histones 
laissé en arrière du premier complexe de transcription est déplacé par le complexe de 
transcription suivant (Kulaeva et al., 2010).  
I-4) La terminaison de la transcription 
La terminaison se produit lorsque l’ARN pol II cesse la synthèse de l’ARN et que la 
polymérase et l’ARN naissant se détachent de la matrice ADN. La terminaison assure de 
nombreuses fonctions vitales dans la cellule. Elle prévient notamment l’interférence de la 
polymérase avec des éléments ADN situés en aval, tels que des promoteurs, et elle permet le 
recyclage de la polymérase. Des études récentes ont révélé que la majorité du génome est 
transcrit, produisant un très grand nombre d’ARN non codants (Jacquier, 2009). L’importance 
de la terminaison de la transcription dans le partitionnement du génome a donc pris beaucoup 
d’ampleur à la suite de ces découvertes. En effet, le volume de trafic résultant de cette 
transcription pervasive requiert une terminaison efficace par l’ARN polymérase pour éviter 
des interférences avec les unités transcriptionnelles voisines. Des études récentes ont 
également montré l’importance de la terminaison pour la synthèse de l’ARNm. Ainsi, une 
terminaison défective à l’extrémité 3’ d’un gène transcrit par l’ARN pol II entraîne une 
diminution de l’épissage et une augmentation de la dégradation de l’ARN (West and 
Proudfoot, 2009), ainsi qu’une diminution de l’initiation de la transcription sur ce gène 
(Mapendano et al., 2010). Cela pourrait servir de mécanisme de contrôle, diminuant la 
transcription lorsque la terminaison échoue.   
La terminaison de la transcription par l’ARN pol II peut se faire par différents moyens en 
fonction des signaux de maturation en 3’ de l’ARN et des facteurs de terminaison présents à 
l’extrémité du gène (Lykke-Andersen and Jensen, 2007; Richard and Manley, 2009; Rondon 
et al., 2008). Deux des voies les mieux étudiées sont la voie dépendante du signal de 
polyadénylation (poly(A)) et la voie dépendante de Sen1. 
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1- Terminaison dépendante du poly(A) 
La terminaison de la transcription par l’ARN pol II en aval de la plupart des gènes codant des 
protéines est couplée fonctionnellement avec un évènement de maturation (Birse et al., 1998; 
Buratowski, 2005; Hirose and Manley, 2000; Proudfoot, 2004; Yonaha and Proudfoot, 2000) 
au cours duquel l’extrémité 3’-OH du transcrit naissant subit un clivage et une 
polyadénylation (Connelly and Manley, 1988; Logan et al., 1987; Whitelaw and Proudfoot, 
1986). Cette maturation en 3’ peut être divisée en deux étapes : dans un premier temps, la 
transcription du site poly(A) est suivie d’une pause de l’ARN pol II et d’un clivage 
endoribonucléolytique du transcrit naissant ; dans un deuxième temps le pré-ARNm est 
polyadénylé, tandis que le produit de clivage 3’ est dégradé. Deux complexes protéiques, le 
facteur de spécificité de clivage et polyadenylation (CPSF) et le facteur stimulateur du clivage 
(CstF), reconnaissent ensemble les séquences 5’AAUAAA3’ et DES (riche en GU) sur le 
transcrit et entraînent le clivage entre ces éléments. La poly(A) polymérase est recrutée au 
niveau de ce complexe de maturation en 3ƍ, entraînant la polyadenylation de l’extrémité 3ƍ-
OH de l’ARN en 5ƍ du site clivage. Pour autant, la terminaison de la transcription, qui est 
également définie par la dissociation de l’ARN pol II de la matrice ADN, n’est pas effective. 
En effet, le clivage au site poly(A) peut avoir lieu alors que l’ARN pol II est toujours associée 
à la matrice (West et al., 2008). Ainsi, il a été montré que le clivage au site poly(A) génère un 
ARN résiduel ayant une extrémité 5’ non coiffée, ce qui créé un site d’entrée pour 
l’exoribonucléase 5’-3’ Xrn2. Xrn2 dégrade alors rapidement l’ARN non coiffé résiduel 
toujours attaché à l’ARN pol II en élongation. Lorsque Xrn2 atteint l’ARN pol II en 
élongation, cela entraîne la terminaison en induisant des changements conformationnels dans 
le site actif de l’ARN pol II liés à la perte de son ARN naissant associé (Connelly and 
Manley, 1988; Kuehner et al., 2011; Proudfoot, 1989). Ce mécanisme appelé modèle torpedo, 
agit de concert avec les facteurs de clivage et polyadénylation pour favoriser la terminaison de 
la transcription (Kuehner et al., 2011; Richard and Manley, 2009). Deux types d’éléments 
terminateurs peuvent favoriser le processus de terminaison. Le premier type d’éléments agit 
comme un site de pause transcriptionnel situé en aval du site pol(A), qui en ralentissant 
l’élongation, accorde plus de temps à Xrn2 pour dégrader le transcrit naissant et donc pour 
atteindre l’ARN pol II (Gromak et al., 2006; Plant et al., 2005). Ces sites de pause sont des 
séquences riches en G qui favorisent la formation d’hybrides ARN/ADN (appelés R-loops) en 
arrière de l’ARN pol II en élongation. La résolution de ces hybrides est nécessaire pour 
permettre l’accès de Xrn2 pour la dégradation du transcrit en 3’ du site de clivage poly(A) et 
la terminaison en résultant. La résolution de ces hybrides ARN/ADN nécessite l’action 
d’hélicases spécifiques : Sen1 chez la levure et la senataxin chez les mammifères (Mischo et 
al., 2011; Skourti-Stathaki et al., 2011). L’autre type d’élément terminateur, nommé CoTC 
pour cotranscriptional cleavage (Dye and Proudfoot, 2001), n’a pour le moment été identifié 
que dans certains gènes globine et se trouve généralement situé environ 1 kb en aval du 
poly(A). La terminaison médiée par les éléments CoTC opère probablement lorsqu’il n’y a 
pas de sites de pause à proximité du site poly(A), de sorte que l’ARN pol II poursuit sa route 
plus loin dans la région 3’ flanquante. Comme leur nom l’indique, les séquences ARN CoTC 
sont très instables, de sorte que dès qu’elles émergent du canal de sortie de l’ARN pol II, 
l’ARN est clivé (West et al., 2008). Cela créé un site d’entrée pour Xrn2 qui peut alors 
dégrader directement l’ARN naissant à partir de cette extrémité 5’ non coiffée. Comme le 
clivage survient à proximité de la polymérase en élongation, la terminaison s’ensuit 
rapidement.
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2- Terminaison dépendante de Sen1 
Chez la levure S. cerevisiae, la terminaison de la transcription par l’ARN pol II de la plupart 
des ARN non codants utilise un mécanisme alternatif impliquant le complexe NRD. 
Contrairement aux ARNm, les extrémités 3’ des snARN et des snoARN sont générées par un 
clivage endoribonucléolytique et/ou une dégradation ribonucléolytique par le complexe 
exosome nucléaire-TRAMP, et ne possèdent pas de queue poly(A) dans leur forme mature. 
Un groupe de facteurs cœurs est requis pour la reconnaissance et la transduction du signal de 
terminaison de la transcription, incluant les protéines de liaison à l’ARN Nrd1 et Nab3, et 
l’hélicase ARN/ADN Sen1 (Kim et al., 1999; Steinmetz and Brow, 1996; Steinmetz et al., 
2001; Steinmetz et al., 2006). Dans cette voie, il est proposé que Sen1 (l’homologue chez la 
levure de la senataxin humaine) entraîne la terminaison de la transcription par l’ARN pol II en 
séparant l’hybride ARN/ADN dans le site actif (Steinmetz and Brow, 1996). Malgré tout, 
contrairement à Sen1, son homologue la senataxin ne semble pas être requise pour la 
terminaison de la transcription des ARN non codants (Suraweera et al., 2009).  
II) Le domaine Carboxy-terminal de l’ARN polymérase II 
L’ARN pol II est un très gros complexe constitué de douze sous-unités, nommées Rpb1 à 
Rpb12, avec un poids moléculaire total de 0,5 MDa. Le domaine carboxy-terminal (CTD) de 
la plus grande des sous-unités, Rpb1, présente un motif heptapeptidique Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-
Pro-Ser répété en tandem. Tandis que les trois ARN polymérases ont la même origine 
évolutive et ont une composition en sous-unités similaire, le CTD est unique à l’ARN pol II et 
sa longueur semble corrélée à la complexité du génome. En effet, le nombre de répétitions du 
motif varie, allant de 26 répétitions chez la levure, 32 chez le nématode, 45 chez la drosophile 
à 52 chez l’Homme. Chez la plupart des animaux, des plantes ou des champignons, la 
majorité des motifs heptapeptidiques du CTD suivent la séquence consensus. Par contre, 
parmi les 52 répétitions du CTD de l’ARN pol II des mammifères, 21 suivent la séquence 
consensus tandis que les autres répétitions montrent une variété de substitutions 
principalement dans la partie carboxy-terminale (Corden, 1990). Chez les mammifères, à 
l’extrémité carboxy-terminale, le CTD comporte un motif spécifique de dix acides aminés. 
Les divergences par rapport à la séquence consensus dans la partie distale du CTD chez les 
mammifères pourraient jouer un rôle crucial dans la régulation de l’expression génique.  
Tandis que le CTD est indispensable in vivo (Allison et al., 1985; Bartolomei et al., 1988; 
Nonet et al., 1987; Zehring et al., 1988), il n’est pas requis pour l’initiation médiée par les 
facteur généraux de transcription et la synthèse d’ARN in vitro (Akoulitchev et al., 1995; 
Buratowski and Sharp, 1990; Kang and Dahmus, 1993; Kim and Dahmus, 1989; Zehring et 
al., 1988). Le CTD sert en réalité de plateforme pour l’interaction d’un très grand nombre de 
facteurs nucléaires (Phatnani and Greenleaf, 2006) et joue un rôle majeur dans la transcription 
et la maturation co-transcriptionnelle des pré-ARNm (McCracken et al., 1997a; Ryman et al., 
2007). Les divers résidus du CTD peuvent être modifiés post-traductionnellement par 
phosphorylation, glycosylation, méthylation et/ou isomérisation des prolines. La modification 
dynamique et réversible du CTD favorise le recrutement de facteurs de transcription et de 
maturation aux différentes étapes du cycle de transcription. Ces interactions dynamiques 
permettent le couplage et la coordination des différentes étapes du cycle de transcription avec 
les autres évènements nécessaires à l’expression génique.  
Le CTD est le site majeur de phosphorylations réversibles de l’ARN pol II. En effet, cinq des 
sept résidus consensus peuvent être phosphorylés. Les résidus sérines 2 et 5 (Ser2 et Ser5) ont 
été identifiés comme des sites de phosphorylation majeurs. Plus récemment, d’autres 
modifications et notamment les phosphorylations de la sérine 7 (Ser7) (Egloff et al., 2007) et 
Figure 6 : Profil de phosphorylation du domaine carboxy-terminal de l’ARN pol II le 
long d’un gène  
L’ARN pol II est représentée à quatre positions différentes le long d’un gène et à chacune de 
ces positions, son domaine carboxy-terminal (CTD) présente un état de phosphorylation 
particulier. En jaune sont représentés les résidus Ser5 phosphorylés et en rose sont représentés 
les résidus Ser2 phosphorylés. Il faut noter que ni le nombre exact de résidus phosphorylés ni 
la position des répétitions au sein desquelles ils se trouvent ne sont connus.  
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de la thréonine 4 (Thr4) (Hsin et al., 2011), ainsi que la méthylation d’un résidu arginine au 
sein de l’une des répétitions non consensus du CTD (Sims et al., 2011) ont été décrites. 
Différents états de phosphorylation prédominent à chaque étape du cycle de transcription, 
chacun liant un groupe de facteurs différents. Ainsi, l’ARN pol II ayant son CTD sous une 
forme hypophosphorylée est recrutée au complexe de pré-initiation. Des analyses par ChIP 
ont montré que le CTD des ARN pol II localisées à proximité des promoteurs est 
majoritairement phosphorylé sur la Ser5. Le CTD des ARN pol II localisées dans des régions 
plus distales des gènes est quant à lui majoritairement phosphorylé sur la Ser2 (Komarnitsky 
et al., 2000; O'Brien et al., 1994). En résumé, lorsque la polymérase entre en élongation 
productive, les niveaux de phosphorylation de la Ser5 diminuent (Komarnitsky et al., 2000) 
tandis que les niveaux de phosphorylation de la Ser2 augmentent (figure 6). La 
phosphorylation du CTD sur la Ser5 semble donc associée à l’initiation de la transcription et 
aux premières étapes de l’élongation, tandis que la phosphorylation de la Ser2 est corrélée 
avec l’élongation productive des transcrits. Néanmoins, des niveaux faibles de Ser5 
phosphorylée (Ser5P) persistent durant l’élongation, indiquant qu’au moins certains des 
heptapeptides du CTD de l’ARN pol II en phase d’élongation sont phosphorylés sur la Ser2 et 
sur la Ser5. Par ailleurs, il a été montré que la diminution des niveaux de Ser5P n’est pas liée 
à la phosphorylation de la Ser2 puisque dans des cellules dans lesquelles la phosphorylation 
de la Ser2 est bloquée, le niveau de Ser5P n’augmente pas (Cho et al., 2001; Liu et al., 2009; 
Qiu et al., 2009; Zhou et al., 2009). 
De façon intéressante, il a été montré que les histones méthyltransférases Set1 et Set2 
interagissent avec le CTD phosphorylé sur la Ser5 et la Ser2 respectivement (Krogan et al., 
2003; Ng et al., 2003; Schaft et al., 2003). De même, le complexe élongateur est recruté au 
niveau des gènes après l’hyperphosphorylation de l’ARN pol II (Metivier et al., 2003). Ces 
données suggèrent que l’état de phosphorylation du CTD pourrait influencer la structure de la 
chromatine au cours du cycle de transcription. 
La mise en place des différents états de phosphorylation du CTD requiert l’action de kinases 
et de phosphatases spécifiques. Le CTD est phosphorylé par l’action régulée de kinases 
dépendantes de cyclines ou CDK (pour Cyclin-Dependent Kinases). Les CDK s’associent 
avec des cyclines spécifiques et jouent des rôles majeurs dans la régulation de la transcription 
et du cycle cellulaire (Bregman et al., 2000; Dynlacht, 1997; Murray, 2004). Le CTD est la 
cible de CDK7, CDK8, CDK9, et CDK12/CDK13 qui sont généralement associées avec les 
cyclines H, C, T, et K respectivement. L’abondance de ces cyclines ne fluctue pas au cours du 
cycle cellulaire (Rickert et al., 1996; Tassan et al., 1994). En plus de ces différentes kinases, 
CDK11 a récemment été impliquée dans la coordination de la transcription avec la maturation 
des ARN (Hu et al., 2003). Tandis que les CDK présentent un degré de conservation élevé 
(Lolli et al., 2004; Russo et al., 1996; Tarricone et al., 2001), les cyclines sont moins 
conservées, et les cyclines impliquées dans la transcription sont très peu apparentées aux 
cyclines classiques impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (Leopold and O'Farrell, 
1991; Lew et al., 1991).
II-1) Phosphorylation/déphosphorylation de la Ser5 du CTD 
1- Kinases impliquées 
La Ser 5 du CTD est la cible de deux kinases, CDK8 que nous aborderons un peu plus loin, et 
CDK7. La kinase CDK7 avec la Cycline H et la protéine MAT1 (pour Ménage à Trois 1) 
constituent un sous-complexe du facteur général de transcription TFIIH (Feaver et al., 1994; 
Roy et al., 1994; Serizawa et al., 1995; Shiekhattar et al., 1995). Ce complexe existe 
également en dehors de TFIIH et est appelé CAK (pour Cyclin Activating Kinase). Au sein du 
Figure 7 : Phosphatases et kinases impliquées dans l’établissement des différents états de 
phosphorylation du CTD au cours du cycle de transcription 
Au début du cycle de transcription, l’ARN pol II ayant son domaine carboxy-terminal (CTD) 
sous une forme hypophosphorylée est recrutée au complexe de pré-initiation. Pour faciliter la 
libération du promoteur et l’initiation, les résidus Ser5 des répétitions heptapeptidiques du 
CTD sont phosphorylés par CDK7 (un composant du facteur TFIIH). Néanmoins, peu après 
l’initiation, l’ARN pol II entre en pause transcriptionnelle. Cette pause facilite le recrutement 
des enzymes de « capping » pour permettre l’addition de la coiffe (représentée par un point 
bleu) à l’ARNm naissant. La kinase CDK9 du facteur positif d’élongation de la transcription, 
P-TEFb phosphoryle alors les résidus Ser2 des heptapeptides du CTD stimulant ainsi la 
transition de l’ARN pol II vers une élongation productive. Enfin, la kinase CDK12 du 
complexe CDK12/CycK phosphoryle les résidus Ser2 des heptapeptides du CTD de l’ARN 
pol II en cours d’élongation. Cette kinase semble impliquée dans l’augmentation des niveaux 
de Ser2P vers l’extrémité 3’ des gènes. 
La phosphatase RPAP2 déphosphoryle les résidus Ser5P au cours de la phase d’élongation 
précoce, tandis que la phosphatase Ssu72 identifiée chez la levure déphosphoryle les résidus 
Ser5 encore phosphorylés à l’extrémité 3’ des gènes au cours de la terminaison de la 
transcription. Enfin, la phosphatase Fcp1 déphosphoryle la Ser2P au cours du cycle de 
transcription et semble jouer un rôle majeur dans le recyclage de l’ARN pol II après que le 
complexe s’est dissocié de la région codante. 
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complexe CAK, CDK7 phosphoryle les CDK qui contrôlent le cycle cellulaire (CDK1, 
CDK2, CDK3, CDK4 et CDK6) (Nigg, 1996). Mais au sein du facteur TFIIH, CDK7 est 
responsable de la phosphorylation de la Ser5 du CTD juste après la formation de la première 
liaison phosphodiester (figure 7). L’hyperphosphorylation du CTD par CDK7 est nécessaire 
pour la libération du promoteur. La kinase CDK7 est activée par la cycline H tandis que la 
protéine MAT1 augmente la spécificité du complexe pour son substrat (Yankulov and 
Bentley, 1997). L’activité kinase de CDK7 est également régulée par TFIIE, par le Médiateur 
et par le snARN U1.  
En effet, il a été montré que la sous-unité p56 du facteur général de transcription 
TFIIE était capable de stimuler la phosphorylation du CTD par la kinase du facteur TFIIH (Lu 
et al., 1992; Ohkuma et al., 1995; Serizawa et al., 1994). 
Le Médiateur, quant à lui, se lie à l’ARN pol II dans sa forme non phosphorylée, mais 
au sein du PIC, il stimule l’activité kinase du complexe TFIIH (Kim et al., 1994). Cette 
phosphorylation perturbe l’interaction du Médiateur avec l’ARN pol II (Max et al., 2007). La 
polymérase peut ensuite poursuivre son cycle de transcription, tandis que le Médiateur reste 
associé au promoteur (Yudkovsky et al., 2000).  
Le snARN U1, impliqué dans la reconnaissance du site donneur d’épissage 5’, est 
quant à lui capable de stimuler l’activité kinase de TFIIH via son interaction avec la cycline H 
(O'Gorman et al., 2005) comme nous le verrons de manière plus détaillée dans le chapitre II. 
2- Phosphatases impliquées 
Plusieurs phosphatases de la sérine 5 ont été identifiées (figure 7). Ainsi, Ssu72, 
identifiée chez la levure, est un composant du facteur de clivage et polyadénylation (CPSF) 
qui possède une activité phosphatase spécifique de la Ser5P (Krishnamurthy et al., 2004; 
Reyes-Reyes and Hampsey, 2007). Des analyses par ChIP ont révélé que Ssu72 est enrichi de 
façon prédominante à l’extrémité 3’ des gènes, mais aucun enrichissement n’a été détecté au 
niveau des promoteurs (Ansari and Hampsey, 2005; Nedea et al., 2003). Il est donc probable 
qu’une autre protéine soit requise pour la déphosphorylation des Ser5P du CTD lorsque 
l’ARN Pol II entre en élongation. Ainsi, la protéine RPAP2 humaine, conservée au cours de 
l’évolution, et se liant à l’ARN pol II, a récemment été identifiée comme la phosphatase de la 
Ser5P (Egloff et al., 2012; Mosley et al., 2009). Il a été montré que lorsque Rtr1 (l’homologue 
de RPAP2 chez la levure) est délétée, ou que les niveaux de RPAP2 sont réduits par ARNi 
dans des cellules humaines, les niveaux de Ser5P restent élevés au cours de l’élongation 
(Egloff et al., 2012; Mosley et al., 2009). Il est possible que Rtr1/RPAP2 entraîne une 
réduction du niveau de Ser5P au cours de la phase d’élongation précoce, tandis que Ssu72 
déphosphoryle les résidus Ser5P restants en aval au cours de la terminaison de la 
transcription.  
Enfin, une autre phosphatase de la Ser5P appelée Scp1 a été identifiée chez les métazoaires 
comme étant un répresseur de l’expression génique dans les neurones (Zhang et al., 2006). Il 
est possible que cette enzyme déphosphoryle les Ser5P du CTD à une étape très précoce avant 
que l’initiation de la transcription n’ait lieu.      
3- Rôle de cette modification 
Plusieurs évènements sont liés à cette modification. L’un des rôles particulièrement important 
de la Ser5P est le recrutement de l’enzyme d’ajout de la coiffe. Le CTD est idéalement placé à 
proximité du canal de sortie de l’ARN pour faciliter cette réaction d’ajout de la coiffe (Cramer 
et al., 2001; Ghosh et al., 2011). Les enzymes responsables de l’addition de la coiffe, la 
guanylytransférase et la méthyltransférase, interagissent directement avec la Ser5P (Cho et al., 
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1997; Fabrega et al., 2003; Fong and Bentley, 2001; Ho and Shuman, 1999; Komarnitsky et 
al., 2000; McCracken et al., 1997a; Moteki and Price, 2002; Schroeder et al., 2000). 
L’inhibition de l’activité kinase de Kin28 (l’homologue de CDK7 chez la levure) en utilisant 
de petites molécules inhibitrices entraîne une reduction significative des niveaux de Ser5P et 
de l’ajout de la coiffe en 5’ des transcrits naissants (Kanin et al., 2007; Liu et al., 2004). En 
accord avec ces résultats, la fusion de l’enzyme d’ajout de la coiffe au CTD complémente la 
mutation perte de fonction de la Ser5 en Alanine chez la levure à fission S. pombe (Schwer 
and Shuman, 2011).  
La Ser5P est également impliquée dans le recrutement de certaines enzymes de modification 
de la chromatine, telles que la methyltransférase de la lysine 4 de l’histone H3 (Set1) (Ng et 
al., 2003), ou les complexes histone lysine acetyltransferase (KAT) SAGA (Govind et al., 
2007; Pascual-Garcia et al., 2008) et NuA4 qui ont un effet additif sur le désassemblage des 
nucléosomes et l’élongation de la transcription (Ginsburg et al., 2009). Les Ser5P recrutent 
également de façon co-transcriptionnelle les histones désacétylases (HDAC) Set3C et 
Rpd3C(S) (Drouin et al., 2010; Govind et al., 2010).
II-2) Phosphorylation/déphosphorylation de la Ser2 du CTD 
1- Kinases impliquées 
Les résidus Ser2 du CTD de l’ARN pol II peuvent être phosphorylés par trois kinases 
différentes : CDK9, CDK12 et CDK8 que nous aborderons dans le paragraphe suivant. La 
kinase CDK9, sous-unité catalytique du facteur positif d’élongation de la transcription, P-
TEFb, intervient précocement au cours de l’élongation en stimulant la transition d’une 
élongation abortive vers une élongation productive (figure 7) (Cheng and Price, 2007; 
Marshall and Price, 1995; Renner et al., 2001). Le complexe composé de la cycline K et de 
CDK12 ou CDK13 cible, quant à lui, l’ARN pol II en cours d’élongation (figure 7) 
(Bartkowiak et al., 2010). En effet, des analyses par ChIP montrent que, chez la drosophile, 
dCDK12 est présente sur la région transcrite des gènes actifs. De plus, une diminution des 
niveaux de CDK12, par ARNi dans des cellules humaines et de drosophile, entraîne une 
altération de l’état de phosphorylation du CTD. Par contre, en comparaison avec P-TEFb, les 
niveaux de dCDK12 détectés sont plus faibles à l’extrémité 5' des gènes et plus élevés au 
milieu et à l’extrémité 3’ des gènes (Bartkowiak et al., 2010). Il semble donc que cette kinase 
soit impliquée dans la phosphorylation du CTD à une étape plus tardive que P-TEFb, 
augmentant probablement les niveaux de Ser2P vers l’extrémité 3’ des gènes.  
Comme nous le verrons au chapitre III, la quantité de P-TEFb actif dans la cellule est 
contrôlée par sa séquestration au sein d’un complexe inactif avec le petit ARN nucléaire 7SK 
et la protéine HEXIM. 
2- Phosphatases impliquées 
Fcp1 déphosphoryle la Ser2P, et il a été montré par analyse par ChIP qu’elle co-localise avec 
l’ARN pol II sur les régions codantes (figure 7) (Cho et al., 2001). De plus, des mutants de 
Fcp1 entraînent une augmentation du niveau de Ser2P dans les régions codantes des gènes, 
indiquant que cette phosphatase joue un rôle dans la déphosphorylation de la Ser2P au cours 
du cycle de transcription (Cho et al., 2001). Fcp1 jouerait également un rôle majeur dans le 
recyclage de l’ARN pol II après que le complexe s’est dissocié de la région codante 
(Archambault et al., 1997; Chambers et al., 1995; Cho et al., 1999; Kong et al., 2005).  
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3- Rôle de cette modification 
La phosphorylation de la serine 2 du CTD permet de lever le blocage causé par les 
facteurs négatifs d’élongation de la transcription. De plus, la phosphorylation de la Ser2 du 
CTD sert de plateforme pour l’assemblage de complexes voyageant avec l’ARN pol II sur le 
gène. Ces complexes incluent les facteurs régulant l’élongation de la transcription, la 
maturation des ARN et la terminaison de la transcription (comme nous le verrons dans le 
paragraphe III-3), ainsi que des facteurs de modification et de remodelage de la chromatine. 
II-3) Rôles de la kinase CDK8
CDK8 est une sérine/thréonine kinase nucléaire qui s’associe à la cycline C et fonctionne 
comme un régulateur transcriptionnel. Cette kinase peut notamment phosphoryler la Ser2 et la 
Ser5 du CTD de l’ARN pol II. Le complexe CDK8/CycC s’associe avec MED12 et MED13, 
pour former le module kinase du médiateur, présent dans une sous-population des complexes 
Médiateur. De nombreuses études menées chez la levure et chez les métazoaires ont décrit 
CDK8 comme un co-répresseur de la transcription. Une étude menée chez S. cerevisiae
suggère notamment que Srb10 (l’homologue de CDK8) peut phosphoryler le CTD de l’ARN 
pol II avant son recrutement au niveau du promoteur, de sorte que cette phosphorylation trop 
précoce empêche la formation du complexe de pré-initiation (Hengartner et al., 1998). Chez 
l’homme, CDK8 peut également réprimer la transcription en phosphorylant la cycline H du 
complexe TFIIH, ce qui inhibe l’activité kinase de CDK7 (Akoulitchev et al., 2000). CDK8 
inhiberait également l’expression de certains gènes en phosphorylant des facteurs de 
transcription gène-specifiques, diminuant ainsi leur stabilité et entraînant leur dégradation 
(Chi et al., 2001; Nelson et al., 2003). Malgré tout, plusieurs études montrent que CDK8 peut 
aussi avoir un effet positif sur la transcription (Galbraith et al., 2010). Par exemple, diverses 
voies de signalisation incluant la voie de signalisation Wnt/β-caténine (Firestein et al., 2008; 
Morris et al., 2008), la voie de signalisation p53 (Beckerman et al., 2009; Donner et al., 
2007a; Donner et al., 2007b), la voie de signalisation TGFβ (Alarcon et al., 2009) et la voie 
de réponse au sérum (Donner et al., 2010) emploient CDK8 comme un co-activateur. De 
même, CDK8 coopère avec le complexe Médiateur « cœur » pour stimuler l’activation de la 
transcription dépendante des récepteurs aux hormones thyroïdiennes (Belakavadi and Fondell, 
2010). De plus, il a été montré que Kin28 et Srb10 collaborent pour entraîner la dissociation 
ATP-dépendante des complexes de pré-initiation en un « scaffold complex » et en un 
complexe d’élongation précoce, stimulant ainsi la transcription par l’ARN pol II (Liu et al., 
2004).  
II-4) Rôle gène-spécifique de certaines modifications du CTD  
La phosphorylation de la Ser7 du CTD a été détectée sur les gènes codant des protéines et les 
gènes de snARN transcrits par l’ARN pol II (Chapman et al., 2007; Egloff et al., 2007). Le 
rôle de cette modification sur les gènes codant des protéines reste mal défini étant donné que 
la mutation des Ser7 n’affecte pas significativement la production des ARNm à partir de 
plusieurs gènes analysés (Chapman et al., 2007; Egloff et al., 2007). En revanche, la 
phosphorylation de la Ser7 est clairement requise pour une transcription efficace des gènes 
codant des snARN et pour la maturation de ces transcrits (Egloff et al., 2007). La Ser7P joue 
un rôle important dans le recrutement de l’Intégrateur (un complexe impliqué dans la 
maturation de l’extrémité 3’ des snARN) au niveau des gènes codant les snARN (Baillat et 
al., 2005; Egloff et al., 2007). Kin28/CDK7 a été identifiée comme la kinase impliquée dans 
cette modification (Akhtar et al., 2009; Boeing et al., 2010; Glover-Cutter et al., 2009; Kim et 
al., 2009), tandis que Ssu72 a été identifiée comme la phosphatase de la Ser7P (Bataille et al., 
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2012; Zhang et al., 2012). En plus de CDK7, la kinase Bur1 semble agir comme une kinase de 
la Ser7 sur l’ARN pol II en phase d’élongation chez la levure (Tietjen et al., 2010), CDK9 
peut phosphoryler la Ser7 in vitro (Glover-Cutter et al., 2009; Kim et al., 2009), et la DNA-
PK a été identifiée comme la kinase majeure de la Ser7 dans des extraits nucléaires de cellules 
HeLa (Egloff et al., 2010). 
La phosphorylation de la Thr4 du CTD est conservée au cours de l’évolution de la levure à 
l’Homme (Hsin et al., 2011; Sakurai and Ishihama, 2002) et requiert la kinase CDK9 du 
complexe P-TEFb. Cette phosphorylation de la Thr4 du CTD est requise spécifiquement pour 
la maturation de l’extrémité 3’ des ARNm d’histones, en facilitant le recrutement des facteurs 
de maturation de l’extrémité 3’ au niveau des gènes codant ces histones (Hsin et al., 2011).  
Le résidu Arg1810 situé au sein d’un heptapeptide non consensus du CTD est méthylé par 
CARM1 (pour coactivator-associated arginine methyltransferase 1). Bien que cette 
méthylation de l’Arg1810 soit retrouvée sur l’ARN pol II sous sa forme hyperphosphorylée in 
vivo, la phosphorylation des Ser5 et Ser2 inhibe l’activité de CARM1, suggérant que cette 
méthylation se produit précocemment au cours de l’activation transcriptionnelle, avant 
l’initiation de la transcription (Sims et al., 2011). La méthylation de l’Arg1810 semble jouer 
un rôle spécifique dans l’expression de divers snARN et snoARN (Sims et al., 2011).
III) Le couplage de la transcription avec la maturation des ARN 
Diverses étapes dans la synthèse des ARN, telles que la transcription, la maturation des ARN, 
et l’export sont physiquement et fonctionnellement couplés. Les facteurs de maturation des 
ARN sont assemblés et désassemblés sur le complexe d’élongation de la transcription d’une 
manière coordonnée spatio-temporellement, et le CTD de l’ARN pol II joue un rôle clé dans 
le couplage de la transcription avec la maturation des ARN. En effet, ce couplage est suggéré 
par le fait que des délétions du CTD affectent la maturation (McCracken et al., 1997b) dans la 
plupart des études réalisées jusqu’à aujourd’hui, même si ces effets peuvent varier d’un gène à 
l’autre (Ryman et al., 2007). Un certain nombre de facteurs impliqués dans l’ajout de la 
coiffe, l’épissage et la maturation en 3’ des ARN interagissent spécifiquement avec le CTD en 
fonction de son état de phosphorylation. Le cycle de phosphorylation du CTD faciliterait ainsi 
diverses réactions biochimiques au moment opportun au cours du cycle de transcription.  
III-1) Ajout de la coiffe (ou « capping ») 
Les pré-ARN messagers sont modifiés à leur extrémité 5’ par l’addition d’une coiffe 7-methyl 
G5’ppp5’N lorsque la taille du transcrit naissant atteint entre 25 et 50 nucléotides. L’ajout de 
la coiffe est un processus qui ne requiert pas de séquence spécifique dans l’ARN. Dans un 
premier temps, une ARN triphosphatase élimine le phosphate γ du premier nucléotide de 
l’ARN naissant. Ensuite, un GMP est ajouté par l’ARN guanylyltransférase. Enfin, la guanine 
est méthylée sur son N7. Chez les métazoaires, l’une des enzymes impliquées dans l’ajout de 
la coiffe (enzyme de « capping ») est un polypeptide bi-fonctionnel possédant les activités 
triphosphatase et guanylyltransférase. Le « capping » est mené par l’action concertée de la 
guanylytransférase et de la methyltransférase. Bien que ces deux enzymes ne s’associent pas, 
elles se lient toutes les deux spécifiquement et directement au CTD de l’ARN pol II 
phosphorylé sur la Ser5 (Shuman, 2001). Quand la transcription est initiée, la phosphorylation 
du CTD sur la Ser5 permet le recrutement des enzymes de « capping » sur le complexe 
d’élongation de la transcription. L’interaction spécifique entre la Ser5P du CTD et la 
guanylyltransférase permet l’activation allostérique de son activité catalytique (Ho and 
Shuman, 1999). Il a été montré que Spt5, la grande sous-unité de DSIF, interagit aussi avec la 
guanylyltransférase et active allostériquement son activité. L’addition de la coiffe est donc 
Figure 8 : Modèle de couplage entre épissage et transcription par l’ARN pol II (d’après 
Kornblihtt et al, 2004) 
Modèle dans lequel le CTD de l’ARN pol II immobiliserait les exons consécutifs 
nouvellement synthétisés, facilitant ainsi leur juxtaposition et donc l’épissage.     
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facilitée par la co-localisation des enzymes de « capping » sur le CTD phosphorylé et 
l’activation allostérique de l’activité guanylyltransférase.  
Il a été montré in vitro que la pause transcriptionnelle imposée par NELF et DSIF peut être 
levée par l’ajout des enzymes de « capping » aux réactions de transcription (Mandal et al., 
2004). Ces résultats suggèrent que le recrutement des enzymes de « capping » joue un rôle 
critique de point de contrôle durant la transition en élongation productive (Mandal et al., 
2004). Des données plus récentes soutiennent ce modèle de point de contrôle permettant de 
s’assurer que des transcrits non coiffés ne sont pas allongés. En effet, une étude a montré que 
la délétion de la méthyltransférase impliquée dans le « capping », chez la levure à fission, 
compromet l’activité de CDK9-Pchl, entraînant un blocage de l’ARN pol II en pause 
(Guiguen et al., 2007). Néanmoins, l’inactivation de Kin28 (l’homologue de CDK7 chez la 
levure) n’affecte significativement ni les niveaux d’ARNm à l’équilibre, ni l’initiation de la 
transcription au gène inductible GAL1 (Hong et al., 2009; Kanin et al., 2007). Ces résultats 
suggèrent que l’inactivation de Kin28 n’affecte pas globalement la transcription. Néanmoins, 
il est important de noter que ces études se focalisent sur une inhibition chimique de Kin28 et 
que ce type d’inhibition peut ne pas être totale à cause de la liaison à l’équilibre de ces petites 
molécules à la kinase; il est possible que de très faibles niveaux de phosphorylation de la 
Ser5, soit par Srb10 (l’homologue de CDK8 chez la levure) soit par l’activité résiduelle de 
Kin28, suffisent pour l’initiation de la transcription. De façon importante, l’inhibition 
chimique de Kin28 et Srb10 entraîne une diminution de l’occupation des régions distales du 
gène par l’ARN pol II, supportant le modèle dans lequel la Ser5P pourrait aider à la libération 
du promoteur (Tietjen et al., 2010).
De façon intéressante, il a été montré que la phosphatase du CTD Fcp1 est requise pour que 
les enzymes de « capping » soient relarguées des complexes d’élongation de la transcription 
in vivo (Komarnitsky et al., 2000; Schroeder et al., 2000). Une régulation temporelle et 
spatiale de la phosphorylation et de la déphosphorylation du CTD de l’ARN pol II est donc 
cruciale pour le couplage de l’ajout de la coiffe en 5’ et de la transcription précoce.  
III-2) Epissage  
Le processus d’élimination des introns et de ligation des exons, appelé épissage, est réalisé 
par la machinerie d’épissage (ou « spliceosome »), un complexe comprenant les petits ARN 
nucléaires (snARN) U1, U2, U4, U5 et U6 assemblés stablement avec des protéines 
spécifiques pour former des petites particules ribonucléoprotéiques nucléaires (snRNP). 
L’épissage nécessite également l’intervention d’autres facteurs d’épissage essentiels tels que 
les protéines SR. Ces protéines se lient sur des séquences spécifiques situées au sein des 
exons (appelées ESE) et jouent un rôle clé dans la reconnaissance des signaux d’épissage et 
dans l’assemblage du spliceosome. De nombreuses études ont montré que l’épissage est 
étroitement lié à la transcription et que de nombreux introns, sont excisés co-
transcriptionnellement, tandis que le transcrit naissant est encore associé au gène (Kornblihtt 
et al., 2004). En effet, il a notamment été montré que le CTD de l’ARN pol II est requis pour 
un épissage efficace (de la Mata and Kornblihtt, 2006; Fong and Bentley, 2001; Hirose et al., 
1999; McCracken et al., 1997b; Misteli and Spector, 1999; Zeng and Berget, 2000). Une 
étude suggère que le CTD de l’ARN pol II pourrait, d’une certaine manière, immobiliser les 
exons consécutifs nouvellement synthétisés, facilitant ainsi leur juxtaposition et donc 
l’épissage (figure 8) (Dye et al., 2006). Des études ont également montré que plusieurs 
protéines SR se lient préférentiellement au CTD phosphorylé (Chabot et al., 1995; Kim et al., 
1997; Mortillaro et al., 1996; Vincent et al., 1996). Ainsi, il est possible que les protéines SR 
pré-chargées sur le CTD se lient au transcrit naissant dès lors que le site d’épissage 5’ et les 
séquences ESE émergent de la polymérase. Enfin, il a été montré que le CTD est requis pour 
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permettre l’effet d’une protéine SR sur l’inclusion d’un exon alternatif (de la Mata and 
Kornblihtt, 2006). 
Un autre type de couplage entre transcription et épissage est lié à la vitesse d’élongation de la 
transcription. En effet, le patron d’épissage peut être influencé par une modulation de la 
vitesse d’élongation de l’ARN pol II, de sorte qu’une élongation lente favorise l’utilisation 
d’un site d’épissage faible situé en amont d’un site d’épissage plus fort (de la Mata et al., 
2003; Howe et al., 2003; Ip et al., 2011; Munoz et al., 2009; Roberts et al., 1998).  
Tout comme la transcription influence l’épissage, l’épissage influence également la 
transcription. Plusieurs études ont montré que la transcription de gènes codant des transcrits 
présentant des défauts d’épissage est réduite (Damgaard et al., 2008; Eberle et al., 2010; 
Furger et al., 2002). Par ailleurs, la délétion du facteur d’épissage SC35, induit une 
atténuation de l’élongation de la transcription de manière gène-spécifique (Lin et al., 2008). 
Enfin, une pause marquée par l’ARN pol II à l’extrémité 3’ des introns a récemment été mise 
en évidence chez la levure (Alexander et al., 2010). Ce processus pourrait permettre le 
contrôle de la fidélité de l’épissage co-transcriptionnel des pré-ARNm.  
III-3) Maturation en 3’ 
La maturation en 3’ de la plupart des ARNm est fonctionnellement couplée à la terminaison 
de la transcription. Il a ainsi été montré que certains des facteurs de la machinerie de 
maturation en 3’ se lient directement au CTD (Kim et al., 2004; Lunde et al., 2010; Meinhart 
et al., 2005; Phatnani and Greenleaf, 2006), et que ce dernier stimule le clivage et la 
polyadénylation in vivo et in vitro (Hirose and Manley, 2000; McCracken et al., 1997b). Le 
facteur de clivage et polyadénylation Pcf11 se lie préférentiellement sur le CTD phosphorylé 
sur la Ser2 (Ahn et al., 2004; Licatalosi et al., 2002; Lunde et al., 2010; Meinhart and Cramer, 
2004). La modulation de la phosphorylation du CTD tandis que l’ARN pol II transcrit le gène 
aide donc à coordonner l’assemblage de la machinerie de clivage et polyadénylation au site de 
transcription. 
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Chapitre II : Les ARN non codants impliqués dans la 
régulation de la transcription 
Comme nous avons pu le voir dans le chapitre I, la transcription, qui représente la première 
étape de l’expression génique, est un processus extrêmement régulé chez tous les organismes. 
Pendant de nombreuses années, les facteurs régulant la transcription ont été considérés 
comme étant uniquement des protéines. Néanmoins, plus récemment, de nombreux ARN 
jouant un rôle dans le contrôle de la transcription ont été décrits. Ces ARN régulateurs 
transcriptionnels font partie d’une classe d’ARN appelés ARN non codants (ARNnc) 
puisqu’ils ne présentent pas de cadre ouvert de lecture (ORF) codant des protéines. Des 
ARNnc régulant la transcription ont été découverts chez de nombreux organismes allant de la 
bactérie à l’Homme. Dans ce chapitre nous allons plus particulièrement nous intéresser à 
certains de ces ARN qui contrôlent la transcription par divers mécanismes et à divers niveaux. 
Ainsi, l’ARN 6S chez la bactérie, tout comme l’ARN B2 chez la souris et l’ARN Alu chez 
l’Homme ciblent directement l’ARN polymérase. Le snARN 7SK, le snARN U1 et l’ARN 
DHFR se lient, quant à eux, à des facteurs de transcription et régulent leur activité. Tandis 
que, l’ARN SRA et l’ARN HSR1 se lient à des co-activateurs ou activateurs transcriptionnels 
et contrôlent leur activité. Enfin, les ARN HOTAIR, Xist et Tsix, et roX facilitent les 
modifications de la chromatine. La liste des ARNnc décrits dans ce chapitre est loin d’être 
exhaustive, mais elle donne un aperçu de la diversité des fonctions jouées par les ARNnc dans 
la régulation de la transcription. Par ailleurs, des rôles dans d’autres processus cellulaires ont 
été décrits pour certains de ces ARNnc, mais seule leur fonction dans la régulation de la 
transcription sera abordée dans ce chapitre.     
I- Les ARNnc ciblant directement l’ARN polymérase 
Les ARN non codants décrits dans ce paragraphe ciblent directement l’ARN polymérase, 
élément central de la machinerie de transcription. Ils ont donc le potentiel de contrôler la 
transcription de nombreux gènes au sein du génome. En effet, bien que ces ARNnc soient 
issus d’organismes aussi distants que la bactérie et l’Homme, ils agissent tous en trans
comme des facteurs répresseurs de l’ARN polymérase et régulent globalement la transcription 
en réponse à des changements des conditions cellulaires.  
I-1) L’ARN 6S chez les bactéries 
Chez les procaryotes, il n’existe qu’un seul type d’ARN polymérase. L’ARN polymérase 
bactérienne est composée d’un complexe cœur, transcriptionnellement actif, constitué de deux 
sous-unités α, une sous-unité β, une sous-unité β’, et une sous-unité ω. Ce complexe cœur 
s’associe avec une sous-unité σ, formant ainsi l’holoenzyme. La sous-unité ı dirige la 
reconnaissance des promoteurs et est requise pour l’initiation de la transcription et l’ouverture 
du promoteur (Fenton et al., 2000; Roberts and Roberts, 1996). Après l’initiation, la poursuite 
de la transcription nécessite des ré-arrangements au sein de la polymérase, qui 
s’accompagnent du détachement de la sous-unité ı (Mooney and Landick, 1999). Le facteur ı
prédominant chez la bactérie est ı70. 
L’ARN 6S est un ARNnc très abondant, décrit pour la première fois chez E. coli (Hindley, 
1967). Des homologues de l’ARN 6S ont ensuite été découverts chez la plupart des espèces 
bactériennes (Barrick et al., 2005; Trotochaud and Wassarman, 2005). Chez E. coli, cet ARN 
de 184 nucléotides s’accumule au cours de la croissance, atteignant un niveau maximal 
plusieurs heures après la transition en phase stationnaire (Wassarman and Storz, 2000). 
Figure 9 : Structure secondaire de l’ARN 6S de E. coli (d’après Wassarman, 2007)  
La flèche représente le site d’initiation de la transcription par l’ARN polymérase Eı70 et la 
séquence soulignée indique la région de l’ARN 6S complémentaire au produit ARN (pARN). 
Figure 10 : Modèle pour l’interaction dynamique entre l’ARN 6S, le promoteur et 
l’ARN polymérase Eσ70 au cours des différentes phases de croissance (tiré de 
Wassarman, 2007) 
L’ARN 6S et le promoteur sont en compétition directe pour la liaison à l’ARN polymérase 
Eσ70. Au cours de la phase stationnaire, les niveaux d’ARN 6S sont élevés et le complexe 
ARN 6S- Eσ70 prédomine. L’inhibition de la transcription par l’ARN 6S entraîne une 
altération de la survie cellulaire : une augmentation de la survie à long terme et une 
diminution de la survie face à des conditions de stress en phase stationnaire. Lorsque des 
cellules en phase stationnaire sont transférées dans un milieu riche en nutriment, elles entrent 
dans une phase de reprise de croissance au cours de laquelle l’ARN 6S est utilisé comme 
matrice pour la synthèse des pARN, entraînant la libération et la diminution des niveaux 
d’ARN 6S ainsi que le recyclage des ARN polymérases Eσ70. 
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L’ARN 6S se lie étroitement à l’holoenzyme contenant le facteur ı70 (Eı70), mais ne se lie pas 
avec l’enzyme cœur, les holoenzymes contenant d’autres sous-unités ı, ou la sous-unité ı70
libre (Trotochaud and Wassarman, 2005; Wassarman and Storz, 2000). Au cours de la phase 
exponentielle de croissance et de la transition en phase stationnaire, au moins 90% de l’ARN 
6S est lié aux Eı70; en phase stationnaire tardive, lorsque les niveaux d’ARN 6S sont 
maximaux, la vaste majorité des Eı70 est donc en complexe avec l’ARN 6S (Wassarman and 
Storz, 2000). La structure secondaire de l’ARN 6S est particulièrement conservée entre 
différentes espèces bactériennes (Barrick et al., 2005; Trotochaud and Wassarman, 2005) et 
est requise pour son interaction avec l’ Eı70 (Trotochaud and Wassarman, 2005). L’ARN 6S 
est majoritairement double brin avec une large boucle simple brin au centre s’étendant sur 10 
à 15 nucléotides (figure 9). Cette structure secondaire rappelle la conformation de l’ADN au 
sein du « complexe ouvert » au cours de l’initiation de la transcription (Barrick et al., 2005). 
Cette structure dirige donc la liaison de l’ARN 6S dans le site actif de Eı70 de façon similaire 
à l’interaction entre l’ADN d’un promoteur et Eı70. L’ARN 6S empêche ainsi la liaison de 
Eı70 à l’ADN, entraînant une répression de l’expression de centaines de gènes transcrits par 
Eı70 (figure 10) (Cavanagh et al., 2008; Trotochaud and Wassarman, 2005; Wassarman and 
Saecker, 2006; Wassarman and Storz, 2000). L’ARN 6S est engagé activement dans le site 
actif de la polymérase, puisque cet ARN peut être utilisé comme matrice pour la synthèse de 
courts transcrits (14 à 20 nucléotides). Ces transcrits, appelés pARN (pour produit ARN), sont 
initiés à partir d’un site spécifique situé au sein de la large boucle retrouvée dans la structure 
secondaire de l’ARN 6S (Gildehaus et al., 2007; Wassarman and Saecker, 2006; Wurm et al., 
2010). Les pARN ainsi produits peuvent former des hybrides avec l’ARN 6S. Ces hybrides 
pARN/ARN 6S ont été détectés dans des cellules ayant été diluées dans du milieu frais après 
être arrivées en phase stationnaire (Wassarman and Saecker, 2006). Au cours de la reprise de 
la croissance, la synthèse de ces pARN entraîne une libération rapide des holoenzymes Eı70 
des ARN 6S et les niveaux d’ARN 6S diminuent (Cavanagh et al., 2011; Wassarman and 
Saecker, 2006; Wurm et al., 2010). En effet, la répression de Eı70 est détrimentaire pour une 
reprise de la croissance efficace. La synthèse des pARN est donc un mécanisme important à 
cette étape, pour libérer les ARN polymérases Eı70 de l’inhibition par l’ARN 6S, et ainsi 
permettre la dé-répression de la transcription (Cavanagh et al., 2011).  
Tandis que les cellules n’ayant pas d’ARN 6S sont viables et ne présentent pas de défaut de 
croissance évident (Lee et al., 1985), l’ARN 6S est requis pour une survie optimale des 
cellules maintenues pendant de longues périodes (> de 20 jours) dans des conditions 
appauvries en nutriment (Trotochaud and Wassarman, 2004; Wassarman and Saecker, 2006). 
Néanmoins, une analyse plus détaillée dans différentes conditions  de croissance a révélé que 
des cellules dépourvues d’ARN 6S survivent mieux que des cellules sauvages au cours de la 
phase stationnaire lorsqu’elles sont exposées à divers types de stress (Trotochaud and 
Wassarman, 2006). Ces résultats suggèrent que l’ARN 6S pourrait jouer un rôle dans la 
régulation de l’utilisation des nutriments se raréfiant au cours d’une phase stationnaire longue, 
en partie en limitant la réponse au stress pour conserver l’énergie (Trotochaud and 
Wassarman, 2006). Un tel modèle suggère qu’il existe un compromis entre la capacité à 
répondre pleinement au stress à court terme et la capacité à survivre à une limitation en 
nutriments à long terme. La régulation de la transcription par l’ARN 6S entraîne donc une 
augmentation de la survie à long terme mais diminue la survie en condition de stress au cours 
de la phase stationnaire.  
I-2) L’ARN B2 chez la souris et les ARN Alu chez l’Homme 
Les SINE (pour Short Interspersed Element) B2 de souris et Alu humain sont des 
rétrotransposons très abondants avec respectivement environ 350 000 copies dispersées au 
Figure 11 : Les ARN B2 des souris et Alu humain sont des répresseurs de la 
transcription par l’ARN pol II (tiré de Goodrich and Kugel, 2010) 
Le niveau de ces ARNnc, synthétisés par l’ARN pol III à partir d’éléments SINE, augmente à 
la suite d’un choc thermique. Les ARN B2 et Alu se lient à l’ARN pol II et répriment la 
transcription de certains gènes codant des protéines. Ces ARNnc s’incorporent avec l’ARN 
pol II et les facteurs généraux de transcription (FGT) au sein des complexes d’initiation au 
niveau des promoteurs.   
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sein du génome de la souris et environ 1 000 000 de copies dispersées dans le génome 
humain. Les ARN B2 et Alu peuvent être synthétisés soit par l’ARN polymérase III comme 
des transcrits distincts, soit au sein d’un ARN synthétisé par l’ARN pol II en fonction de leur 
lieu d’insertion dans le génome. Les ARN B2 et Alu synthétisés par l’ARN pol III, font 
respectivement environ 180 nucléotides et 280 nucléotides. L’ARN B2 et l’ARN Alu 
s’accumulent dans les cellules à la suite de divers stress, tels que les choc thermiques, et 
fonctionnent comme des répresseurs de la transcription par l’ARN pol II (Allen et al., 2004; 
Fornace and Mitchell, 1986; Li et al., 1999; Liu et al., 1995; Panning and Smiley, 1994; 
Rudin and Thompson, 2001). Cette répression est liée à une interaction directe entre ces ARN 
et l’ARN pol II (Espinoza et al., 2004; Mariner et al., 2008), qui empêche le contact entre 
l’ARN pol II et le promoteur (Mariner et al., 2008; Yakovchuk et al., 2009). Malgré l’absence 
de contact entre le promoteur et l’ARN pol II en présence des ARN B2 ou Alu, l’assemblage 
des complexes de pré-initiation au niveau des promoteurs n’est pas bloqué. En effet, les ARN 
B2 et Alu entrent avec l’ARN pol II dans les complexes de pré-initiation sur les promoteurs 
des gènes (figure 11) (Espinoza et al., 2004; Espinoza et al., 2007). Ces résultats peuvent être 
expliqués par le fait que les facteurs généraux de transcription créent un réseau d’interactions 
qui maintient les complexes de pré-initiation sur les promoteurs même en l’absence 
d’interaction entre l’ARN pol II et le promoteur. Des analyses par ChIP ont montré qu’en 
réponse à un choc thermique, dans des cellules humaines et dans des cellules murines, 
l’occupation par l’ARN pol II des promoteurs des gènes réprimés augmente, tandis que 
l’occupation par l’ARN pol II décroit simultanément dans les régions situées en aval des 
promoteurs. Ces analyses montrent que les promoteurs des gènes réprimés en réponse aux 
chocs thermiques sont occupés par les ARN B2 et Alu, tandis que le promoteur du gène 
hsp70, qui est lui activé en réponse aux chocs thermiques, ne l’est pas (Mariner et al., 2008). 
Ces données suggèrent que les ARN Alu et B2, en réponse aux chocs thermiques, répriment 
la transcription en trans en s’assemblant avec l’ARN pol II aux promoteurs des gènes 
réprimés. Néanmoins, on ne sait pas comment les gènes de réponse aux chocs thermiques, tels 
que hsp70, qui sont eux activés en réponse aux choc thermiques, sont protégés de la 
répression par les ARN B2 et Alu, ni comment la répression des autres gènes est levée lorsque 
les cellules se rétablissent après un choc thermique.
Par ailleurs, l’ARN B2 semble jouer un autre rôle dans la répression de la transcription en 
réponse à un choc thermique. En effet, après un choc thermique, la phosphorylation de la Ser5 
du CTD diminue nettement au promoteur de gènes réprimés, et ce malgré la présence 
continue du facteur général de transcription TFIIH (Yakovchuk et al., 2011). La 
phosphorylation de la Ser5 par TFIIH est inhibée par l’ARN B2 lorsqu’il est assemblé au sein 
des complexes de pré-initiation (Yakovchuk et al., 2011).  
En résumé, les mécanismes d’action par lesquels les ARN Alu et B2 de mammifère et l’ARN 
bactérien 6S répriment la transcription présentent de grandes similarités. En effet, les ARN 
B2, Alu et 6S se lient tous directement à l’ARN polymérase, bloquent sa capacité à s’associer 
correctement avec le promoteur, et ainsi répriment la transcription. De plus, ces trois ARNnc 
agissent comme des répresseurs généraux de la transcription en réponse à des conditions 
cellulaires spécifiques.  
II- Les ARNnc ciblant des facteurs de transcription
Les ARNnc décrits dans ce paragraphe régulent des composants de la machinerie de 
transcription générale ; ils ont donc le potentiel de réguler la transcription de la quasi totalité 
Figure 12 : Association du snARN U1 avec TFIIH 
L’association du snARN U1 avec TFIIH augmente considérablement ses activités kinase et 
hélicase qui sont essentielles pour l’initiation de la transcription, la libération du promoteur et 
les étapes précoces de l’élongation de la transcription. 
Figure 13 : Représentation schématique de l’organisation du promoteur du gène DHFR 
humain. 
Le transcrit non codant produit à partir du promoteur mineur et l’ARNm DHFR produit à 
partir du promoteur majeur sont représentés (les boites représentent les exons). 
Figure 14 : Mode d’action de l’ARNnc DHFR 
L’ARNnc DHFR inhibe l’expression de l’ARNm DHFR en cis et en trans en formant un 
triplex ARN-ADN avec le promoteur majeur DHFR et en interagissant directement avec 
TFIIB, ce qui interfère avec l’assemblage des complexes de pré-initiation au niveau de ce 
promoteur. 
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des gènes, comme c’est le cas des snARN U1 et 7SK, ou de fonctionner de manière gène-
spécifique, comme c’est le cas de l’ARN DHFR, en ciblant un facteur général de transcription 
seulement au niveau de certains promoteurs.     
II-1) Le snARN U1 
Le snARN U1 est un ARNnc de 164 nucléotides chez l’Homme qui fait partie de la 
machinerie d’épissage. Cet ARN s’associe spécifiquement et directement à la sous-unité 
cycline H du facteur général de transcription TFIIH (Kwek et al., 2002). L’association du 
snARN U1 avec TFIIH augmente considérablement ses activités kinase et hélicase qui sont 
essentielles pour l’initiation de la transcription (figure 12), la libération du promoteur et les 
étapes précoces de l’élongation de la transcription (Kwek et al., 2002; O'Gorman et al., 2005). 
Ainsi, in vitro le snARN U1 stimule l’initiation de la transcription par l’ARN pol II, tandis 
que la perte de l’association du snARN U1 avec TFIIH diminue fortement sa capacité à 
promouvoir la ré-initiation de la transcription (Kwek et al., 2002). Malgré le fait qu’une étude 
ait permis d’identifier les éléments du snARN U1 et de TFIIH impliqués dans cette interaction 
(O'Gorman et al., 2005), la manière dont cette association module l’activité de TFIIH reste 
incertaine. De plus, le rôle précis joué par cet ARN sur la transcription globale in vivo reste 
peu étudié. 
II-2) Le snARN 7SK 
Le snARN 7SK est un ARNnc abondant de 331 nucléotides, qui est synthétisé par l’ARN pol 
III. Ce snARN régule l’élongation de la transcription par l’ARN pol II en contrôlant la 
disponibilité du facteur général de transcription P-TEFb. En effet, le complexe P-TEFb 
composé de la kinase CDK9 et de la cycline T, contrôle le passage de l’ARN pol II en 
élongation productive en libérant l’ARN pol II de la pause transcriptionnelle à proximité du 
promoteur. En coopération avec les protéines HEXIM, le snARN 7SK régule négativement 
l’activité kinase de P-TEFb en le séquestrant au sein de la petite ribonucléoparticule nucléaire 
7SK (snRNP 7SK) (Michels et al., 2004; Yik et al., 2003). L’association de P-TEFb au sein 
de la snRNP 7SK est dynamique et réversible. Ce snARN régule donc la quantité de P-TEFb 
disponible dans les cellules en contrôlant l’équilibre entre formes active et inactive de P-
TEFb. Cet équilibre est considéré comme important pour la croissance et la viabilité des 
cellules (Peterlin and Price, 2006; Zhou and Yik, 2006). Nous verrons de manière plus 
détaillée ce système de régulation de P-TEFb dans le chapitre suivant qui sera entièrement 
consacré au snARN 7SK et à la régulation de l’activité kinase du facteur P-TEFb. 
II-3) L’ARN DHFR 
Le gène codant pour la dihydrofolate reductase (DHFR) contient un promoteur mineur et un 
promoteur majeur (Blume et al., 2003; Masters and Attardi, 1985). Le promoteur majeur, 
situé en aval du promoteur mineur, dirige la synthèse de l’ARNm DHFR, tandis que le 
promoteur mineur dirige la synthèse d’un long ARNnc (figure 13). Dans des cellules 
quiescentes, la synthèse d’ARNm DHFR est réprimée (Hendrickson et al., 1980; Martianov et 
al., 2007), tandis que les ARNnc DHFR s’accumulent (Blume et al., 2003). Ainsi, dans ces 
cellules, le mécanisme de répression transcriptionnelle du promoteur majeur dirigeant la 
synthèse de l’ARNm DHFR dépend de l’ARNnc DHFR. Cet ARNnc inhibe l’expression de 
DHFR en cis et en trans en formant un triplex ARN-ADN avec le promoteur majeur DHFR et 
en interagissant directement avec TFIIB, ce qui interfère avec l’assemblage des complexes de 
pré-initiation au niveau de ce promoteur (figure 14) (Blume et al., 2003; Martianov et al., 
Figure 15 : Représentation schématique de la structure secondaire prédite de l’ARN 
SRA humain (d’après Leygue, 2007) 
La position de l’uridine 207 dans la structure en tige-boucle STR5, identifiée comme un site 
de pseudouridylation, est indiquée par un ψ.  
Figure 16 : L’ARNnc SRA et ses partenaires protéiques (d’après Colley and Leedman, 
2011) 
Les interactions directes (flèches noires) et indirectes (flèches grises) de l’ARNnc SRA avec 
ses divers partenaires protéiques produit un panel de conséquences allant de la co-activation et 
la répression de récepteurs nucléaires, des effets négatifs et positifs sur l’adipogenèse et la 
myogenèse, l’activation de la fonction insulatrice de certaines protéines, à la régulation de 
gènes impliqués dans le développement des glandes surrénales. SLIRP et SHARP se lient 
directement à la structure STR7 de l’ARN SRA, tandis que SRAP s’y lie indirectement. Les 
sites de liaison des autres partenaires protéiques de SRA n’ont pas été déterminés.    
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2007). La formation de ce triplex sur le promoteur majeur pourrait faciliter le ciblage et la 
répression transcriptionnelle de ce promoteur dans les cellules quiescentes.   
III- Les ARN co-régulant la transcription 
La régulation de la transcription des gènes est très complexe. En effet, comme nous l’avons 
évoqué, de nombreuses protéines régulatrices, activatrices et répressives, qui se lient aux 
promoteurs des gènes de manière séquence-spécifique interviennent dans le contrôle 
transcriptionnel. Ces protéines régulatrices font partie de complexes composés de plusieurs 
protéines. Les protéines régulatrices qui ne se lient pas directement sur l’ADN mais 
s’assemblent avec d’autres protéines régulatrices liées à l’ADN sont appelées co-activateurs 
ou co-répresseurs. Les ARNnc décrits dans ce paragraphe ciblent des protéines régulatrices ou 
co-régulatrices et contrôlent la transcription en utilisant divers mécanismes.  
III-1) L’ARN SRA 
De façon surprenante, les produits du gène SRA (pour steroid receptor RNA activator) 
incluent des ARN codant et non codant. L’épissage alternatif du premier intron de l’ARN 
SRA, dont la rétention décale le cadre ouvert de lecture (Hube et al., 2006), est à l’origine de 
la production de l’ARNnc SRA ou de la protéine SRAP.  
L’ARNnc SRA est un ARN de 0,87 Kb, impliqué dans la régulation transcriptionnelle de 
nombreux gènes. En effet, de nombreuses molécules incluant des facteurs de transcription, 
des récepteurs nucléaires, des co-activateurs de récepteurs nucléaires, des hélicases ARN ou 
encore des protéines insulatrices se lient directement ou indirectement à l’ARN SRA au 
niveau de différentes structures en tige-boucle (figures 15 et 16). L’ARN SRA co-active ainsi 
le récepteur aux oestrogènes (Cavarretta et al., 2002; Coleman et al., 2004; Deblois and 
Giguere, 2003; Hatchell et al., 2006; Lanz et al., 1999; Shi et al., 2001; Watanabe et al., 
2001), le récepteur aux androgènes (Kurisu et al., 2006), le récepteur à la progestérone (Lanz 
et al., 1999; Lanz et al., 2002), le récepteur à l’acide rétionoïque (Zhao et al., 2004), le 
récepteur aux hormones thyroïdes (Xu and Koenig, 2004), les protéines DAX1 (pour dosage 
sensitive sex reversal protein) et SF1 (pour steroidogenic factor-1 protein) (Xu et al., 2009), 
ainsi que des facteurs de différenciation myogénique (Caretti et al., 2007; Caretti et al., 2006). 
De plus, l’ARNnc SRA avec la protéine à DEAD-box p68 médie la fonction insulatrice de 
CTCF (pour CCCTC-binding factor) (Yao et al., 2010).  
Le mécanisme permettant à l’ARN SRA de co-activer différents récepteurs nucléaires, 
d’activer divers facteurs de transcriptions ou encore d’activer la fonction insulatrice de 
certaines protéines reste mal défini. Néanmoins, il a été proposé que cet ARNnc pourrait 
fonctionner comme un échafaudage moléculaire permettant l’assemblage de multiples 
facteurs régulant l’expression génique. 
Par ailleurs, étant donné son rôle important dans la régulation transcriptionnelle de nombreux 
gènes, l’activité de l’ARNnc SRA est contrôlée par divers mécanismes. Ainsi, l’ARN SRA 
interagit avec deux co-répresseurs des récepteurs nucléaires, appelés SLIRP (pour SRA Stem-
Loop Interacting RNA binding Protein) (Hatchell et al., 2006) et SHARP (pour 
SMRT1/HDAC1-associated repressor protein) (Shi et al., 2001). SLIRP et SHARP ciblent la 
même région de l’ARN SRA, et en se liant à cette région, ils répriment la co-activation des 
récepteurs nucléaires par SRA. 
L’ARN SRA est également la cible de modification post-transcriptionnelle, la pseudo-
uridylation, qui consiste en l’isomérisation de résidus uridine spécifiques (figure 15). L’ARN 
SRA est le substrat de deux pseudouridine synthases, qui se lient à des récepteurs nucléaires 
et agissent comme des co-activateurs (Zhao et al., 2004; Zhao et al., 2007). La pseudo-
Figure 17 : Mode d’action de l’ARNnc HSR1 
Le facteur de transcription HSF1 (pour Heat Shock Factor 1) est normalement localisé dans le 
cytoplasme des cellules sous forme monomérique. En réponse à un choc thermique, l’ARNnc 
HSR1 collabore avec le facteur d’élongation de la traduction eEF1A pour permettre 
l’activation du facteur de transcription HSF1. L’ARNnc HSR1 et le facteur eEF1A permettent 
la trimérisation et la translocation dans le noyau du facteur HSF1 qui peut alors se lier au 
niveau de séquences spécifiques situées dans le promoteur des gènes de réponse aux chocs 
thermiques : les HSE (Heat Shock Elements), et ainsi induire l’expression de ces gènes.    
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uridylation de SRA par ces deux enzymes semble jouer un rôle important dans la fonction de 
SRA en influençant sa capacité à interagir avec des protéines co-régulatrices.  
III-2) L’ARN HSR1 
La réponse aux chocs thermiques est le mécanisme de défense cellulaire majeur contre une 
exposition aux stress environnementaux. La signature de la réponse aux chocs thermiques, qui 
est conservée chez tous les eucaryotes, est l’induction rapide et massive de l’expression d’un 
groupe de protéines heat-shock et d’autres protéines cytoprotectives. L’expression des 
protéines heat-shock est régulée principalement au niveau transcriptionnel par le facteur de 
transcription HSF1 (pour Heat-Shock transcription Factor) (Sarge et al., 1991). HSF1 est 
présent dans les cellules non stressées sous la forme de monomères inactifs et est activé en 
réponse à une élévation de la température ou à d’autres types de stress. L’activation de HSF1 
requiert sa localisation dans le noyau sous forme trimérique, où il se lie au promoteur de 
gènes induits en réponse à un choc thermique et active leur transcription (Sarge et al., 1993; 
Westwood and Wu, 1993). L’activation de HSF1 en réponse à un choc thermique est un 
processus actif dirigé par un complexe ribonucléoprotéique contenant le facteur d’élongation 
de la traduction eEF1A et un long ARNnc d’environ 600 nucléotides appelé HSR1 (pour heat 
shock RNA-1) (Shamovsky et al., 2006). HSR1 collabore avec eEF1A pour permettre la 
trimérisation et la liaison à l’ADN de HSF1 (figure 17); aucun de ces deux facteurs n’est 
suffisant pour activer seul HSF1. Ainsi, la diminution de la quantité de HSR1 dans les cellules 
par ARN interférence affecte la réponse au choc thermique in vivo, rendant les cellules 
thermosensibles (Shamovsky et al., 2006). 
IV- Les ARNnc facilitant les modifications de la chromatine 
Dans les cellules eucaryotes, de multiples ARNnc contrôlant la transcription en entraînant des 
changements dans la structure de la chromatine ont été identifiés. Certains de ces ARNnc 
établissent de larges domaines d’hétérochromatine, mettant ainsi sous silence la transcription 
de nombreux gènes ou même de chromosomes entiers, tandis que d’autres altèrent la 
chromatine dans de petites régions et contrôlent ainsi l’expression d’un seul gène ou d’un 
petit groupe de gènes. Ces ARNnc sont impliqués dans divers mécanismes, parmi lesquels on 
retrouve, la compensation de dose, l’empreinte génomique et la mise en place d’un patron 
d’expression au cours du développement. 
IV-1) L’ARN HOTAIR 
Les loci Hox, contiennent des gènes codant des facteurs de transcription, conservés au cours 
de l’évolution, qui orchestrent le développement chez les animaux. Chez les mammifères, il 
existe 39 gènes Hox organisés en quatre clusters génomiques. Les clusters HoxA, B, C et D 
sont localisés sur des chromosomes différents. La mise sous silence des gènes Hox est 
essentielle aux stades précoces du développement car une expression prématurée de ces gènes 
peut entraîner des défauts de développement. L’activation de la transcription des gènes Hox, 
régulée de manière spatio-temporelle au cours du développement embryonnaire, permet 
ensuite la mise en place de l’axe antéro-postérieur. Des ARNnc sont également synthétisés à 
partir des loci Hox (Rinn et al., 2007; Sessa et al., 2007). Parmi ces ARNnc, un ARN de 2,2 
Kb appelé HOTAIR, exprimé à partir du locus humain HoxC dans des régions postérieures et 
distales, met sous silence l’expression des gènes du cluster HoxD en trans (Rinn et al., 2007).
Pour cela, HOTAIR s’associe à deux complexes de modification des histones : PRC2, un 
complexe responsable de la trimethylation de la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27me3) (Rinn 
et al., 2007), et le complexe LSD1/CoREST/REST responsable de la déméthylation de 
Figure 18 : Mécanisme de mise sous silence du locus de 40 kb HoxD par l’ARNnc 
HOTAIR (tiré de Gibb et al, 2011) 
Le long ARNnc HOTAIR est synthétisé à partir du locus HoxC et recrute les complexes 
PRC2 et LSD1 au niveau du locus HoxD. PRC2 méthyle H3K27 tandis que LSD1 déméthyle 
H3K4me2. Cela permet donc une combinaison spécifique de modifications d’histones, 
entraînant la formation d’hétérochromatine et la mise sous silence des gènes ciblés. 
- INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE- 
Chapitre II : Les ARN non codants impliqués dans la régulation de la transcription 
_________________________________________________________________________________________________________________
35
H3K4me2 (Tsai et al., 2010). HOTAIR recrute ces deux complexes distincts au niveau de ses 
gènes cibles et PRC2 méthyle H3K27 tandis que LSD1 déméthyle H3K4me2 (figure 18). 
Cela permet donc une combinaison spécifique des modifications d’histones, entraînant la 
formation d’hétérochromatine et la mise sous silence des gènes ciblés. Ainsi, il a été montré 
qu’en l’absence des deux domaines de liaison de HOTAIR, les fonctionnalités épigénétiques 
de cet ARNnc sont complètement abolies (Tsai et al., 2010). De plus, une diminution de la 
quantité d’ARN HOTAIR dans des fibroblastes humains induit une augmentation de 
l’expression de différents membres de la famille Hox, associée à une perte de triméthylation 
de H3K27 et une augmentation de H3K4me2 (Rinn et al., 2007; Tsai et al., 2010). HOTAIR 
semble jouer un rôle dans l’initiation de la mise sous silence transcriptionnel plutôt que dans 
sa maintenance (Kaneko et al., 2010; Rinn et al., 2007; Tsai et al., 2010).  
IV-2) Les ARN Xist et Tsix 
Dans les cellules femelles de mammifères, l’un des deux chromosomes X est inactivé, pour ne 
garder qu’une seule copie active, comme dans les cellules mâles. Ce mécanisme qui permet 
d’égaliser la dose des produits de gènes du chromosome X entre mâles et femelles est appelé 
compensation de dose. Cette mise sous silence transcriptionnel de l’un des deux chromosome 
X dans les cellules somatiques femelles, appelée inactivation du chromosome X, a lieu au 
cours du développement précoce chez tous les marsupiaux et les mammifères placentaires. 
Chez les mammifères, le choix du chromosome X à inactiver est aléatoire. Une fois que le 
chromosome X inactif (Xi) a été complètement mis sous silence, l’état silencieux est hérité 
stablement pendant toutes les divisions cellulaires successives.  
L’inactivation du chromosome X est causée par un ARNnc de 17 Kb appelé Xist (pour X-
inactive specific transcript), qui est absolument essentiel pour la mise en place de cette 
inactivation (Marahrens et al., 1997; Penny et al., 1996). Cet ARN est transcrit à partir du 
gène Xist, qui est localisé dans une région du chromosome X appelée centre d’inactivation du 
X (Xic), contenant des gènes et des séquences régulatrices impliqués dans le processus 
d’inactivation du X. Au cours de la mise en place de l’inactivation du chromosome X, l’ARN 
Xist commence à être synthétisé uniquement à partir du futur chromosome Xi (Borsani et al., 
1991; Brockdorff et al., 1991; Brockdorff et al., 1992; Brown et al., 1991). Dans les embryons 
femelles, la transcription à partir du gène Xist est sur-régulée sur le futur chromosome Xi et, 
les ARN Xist recouvrent le chromosome en s’associant à la chromatine à proximité de leur 
site de transcription (Brown et al., 1992). Xist initie l’inactivation du chromosome X en 
facilitant le recrutement de facteurs de mise sous silence transcriptionnel, tels que des 
protéines du groupe Polycomb qui remodèlent la chromatine (Chadwick and Willard, 2004; 
Mak et al., 2002; Plath et al., 2003; Silva et al., 2003; Zhao et al., 2008). Ainsi, à la suite de 
l’expression de Xist, les histones sur le chromosome X perdent les modifications marquant la 
chromatine transcriptionellement active (telles que l’acétylation de H3K9) qui sont 
remplacées par des modifications marquant la chromatine transcriptionnellement inactive 
(telles que l’hyperméthylation de H3K9 ou la triméthylation de H3K27). Enfin, de 
nombreuses modifications de la chromatine telles que la méthylation et l’ubiquitylation des 
histones, et la déposition de variants d’histones, se propagent sur le chromosome X à partir 
duquel Xist est exprimé entraînant ainsi la dissémination de l’hétérochromatine sur la totalité 
du chromosome Xi.  
L’expression mono-allélique du gène Xist est considérée comme la clé permettant de réguler 
l’inactivation d’un seul chromosome X. Plusieurs études ont démontré que l’expression 
asymétrique du gène Xist dépendait de réseaux moléculaires complexes impliquant des 
facteurs de pluripotence tels que Nanog, Oct3/4 et Sox2 (Navarro et al., 2008), au moins trois 
ARNnc Tsix, Ftx et Jpx (Chureau et al., 2011; Navarro et al., 2005; Tian et al., 2010), 
Figure 19 : La compensation de dose chez D. melanogaster (tiré de Maenner et al, 2012) 
La compensation de dose chez la drosophile implique une augmentation de la transcription de 
nombreux gènes liés à l’unique chromosome X mâle. Le complexe de compensation de dose 
(DCC) constitué des protéines MSL1, MSL2, MSL3, MOF et MLE et de l’un des deux 
ARNnc roX, roX1 ou roX2 s’assemble et se propage sur le chromosome X. La protéine MOF 
de ce complexe est une histone acétyltransférase spécifique de la lysine 16 de l’histone H4. 
L’enrichissement en H4K16ac provoquée par MOF entraîne une stimulation de la 
transcription des gènes liés au chromosome X.      
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d’autres loci comme Xpr (Augui et al., 2007) et un gène lié à l’X Rnf12 (Barakat et al., 2011; 
Jonkers et al., 2009; Navarro et al., 2011). Par ailleurs, il a été montré que l’appariement 
transitoire des chromosomes X au niveau du locus Xic, pouvait également favoriser 
l’expression asymétrique du gène Xist (Masui et al., 2011).
Parmi tous ces facteurs impliqués dans l’expression mono-allélique de Xist, l’ARNnc Tsix est 
le mieux caractérisé. Tsix est le transcrit antisens de Xist, et leur expression sur un 
chromosome X donné est mutuellement exclusive (Lee et al., 1999). Tsix est transcrit à partir 
du chromosome X actif (Xa) avant et pendant la mise en place de l’inactivation du 
chromosome X (Lee et al., 1999), et protège le chromosome Xa de l’inactivation par l’ARN 
Xist. Lorsque la différenciation des cellules commence, l’expression de l’ARN Tsix persiste 
sur le futur chromosome Xa, et son expression cesse sur le futur chromosome Xi. Cette perte 
de l’expression de Tsix permet une augmentation de l’expression de l’ARN Xist et sa 
propagation sur le futur chromosome Xi. Le mécanisme précis par lequel Tsix régule 
négativement Xist n’est pas clairement établi, mais plusieurs hypothèses ont été émises. 
Ainsi, l’inhibition pourrait être liée à une interférence transcriptionnelle (Luikenhuis et al., 
2001; Sado et al., 2006; Shibata and Lee, 2004). Dans un autre modèle, il a été proposé que 
les petits ARN, produits par l’enzyme Dicer de la machinerie d’ARN interférence à partir des 
duplex ARN Xist/Tsix se formant au niveau du chromosome Xa, pourraient mettre sous 
silence le gène Xist par un mécanisme analogue à l’extinction transcriptionnelle de gènes 
(TGS) (Ogawa et al., 2008). Le recrutement de complexes de remodelage de la chromatine 
par l’ARN Tsix au niveau du promoteur de Xist a également été suggéré comme étant un 
mécanisme plausible pour la répression de Xist par Tsix (Sun et al., 2006).
IV-3) Les ARN roX  
La compensation de dose chez la drosophile est différente de celle des mammifères, en cela 
qu’elle implique une augmentation de la transcription de nombreux gènes liés à l’unique 
chromosome X mâle. Cette augmentation est liée à la liaison sélective du Complexe de 
Compensation de Dose (DCC) sur des centaines de sites sur le chromosome X mâle (Deng 
and Meller, 2006). Le DCC, également connu sous le nom de MSL (pour Male Specific 
Lethal), est assemblé très tôt au cours du développement embryonnaire à partir d’au moins 
cinq protéines et de l’un des deux ARNnc roX, roX1 ou roX2 (pour RNA On X) (figure 19). 
Tandis que les cinq protéines sont toutes requises pour la compensation de dose, les deux 
ARNnc roX, sont fonctionnellement redondants ; la compensation de dose et la liaison du 
DCC au chromosome X requièrent soit roX1 soit roX2. Au sein du DCC, les protéines MSL1, 
MSL2 et MSL3 sont considérées comme des échafaudages permettant une association 
correcte de ce complexe avec le chromosome X. Les deux autres protéines du DCC possèdent 
des activités enzymatiques. Ainsi, MOF (pour Males absent On the First), est une histone 
acétyltransférase spécifique de la lysine 16 de l’histone H4 (H4K16ac). MOF est requise pour 
l’enrichissement de H4K16ac sur le chromosome X mâle (Bone et al., 1994; Gelbart et al., 
2009; Gu et al., 1998; Turner et al., 1992), ce qui entraîne une décondensation de la 
chromatine (Bone et al., 1994; Turner et al., 1992) et une stimulation de la transcription 
(Akhtar and Becker, 2000; Dou et al., 2005; Kapoor-Vazirani et al., 2008). Enfin, la protéine 
MLE (pour maleless) est une hélicase ARN/ADN dont le rôle n’est pas clairement défini mais 
qui pourrait être impliquée dans la régulation de l’association de l’ARN roX avec les autres 
composants du DCC. 
Les deux ARNnc roX sont exprimés à partir du chromosome X (Meller, 2003). Pourtant, les 
ARN roX peuvent se localiser au chromosome X même lorsqu’ils sont expérimentalement 
exprimés à partir d’un transgène sur un autosome. Dans ces conditions, la transcription à 
partir du chromosome X est sur-régulée et la compensation de dose fonctionne normalement 
- INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE- 
Chapitre II : Les ARN non codants impliqués dans la régulation de la transcription 
_________________________________________________________________________________________________________________
37
(Meller and Rattner, 2002; Meller et al., 1997). Cela montre que ces ARN peuvent activer la 
transcription en trans. Les ARNnc roX pourraient jouer un rôle dans la coordination de 
l’assemblage du DCC fonctionnel. En effet, la localisation des sous-unités MLE, MOF, et 
MSL3 du DCC au chromosome X est sensible au traitement des noyaux à la RNase (Akhtar et 
al., 2000; Buscaino et al., 2003; Richter et al., 1996). 
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Chapitre III : Rôle des RNP 7SK dans la régulation de la 
transcription 
Tandis que le snARN 7SK a été décrit pour la première fois en 1976 (Zieve and Penman, 
1976), sa fonction n’a été découverte que 25 ans plus tard, lorsqu’il a été identifié comme 
constituant l’élément central de la petite particule ribonucléoprotéique nucléaire (snRNP) 
7SK, qui séquestre et inhibe le facteur positif d’élongation de la transcription, P-TEFb 
(Nguyen et al., 2001; Yang et al., 2001). Comme nous l’avons vu dans le chapitre I, l’activité 
du complexe P-TEFb est essentielle pour la transcription de la majorité des gènes codants 
pour des protéines. Or, il a été estimé que plus de la moitié des complexes P-TEFb cellulaires 
sont séquestrés au sein des snRNP 7SK. Ainsi, la disponibilité de P-TEFb actif est contrôlée 
dans les cellules par sa séquestration au sein du complexe inactif contenant le snARN 7SK, 
deux protéines HEXIM et les protéines LARP7 et MePCE. La libération rapide de P-TEFb à 
partir de la snRNP 7SK en réponse à divers signaux peut être considérée comme un moyen de 
répondre rapidement à des besoins accrus en transcription. Le maintien de l’équilibre entre 
formes active et inactive de P-TEFb est donc essentiel pour réguler la croissance et la 
prolifération cellulaire. En effet, comme nous le verrons dans le chapitre IV, une dérégulation 
de cet équilibre peut entraîner le développement de pathologies sévères. Lorsque P-TEFb et 
HEXIM se dissocient de la snRNP 7SK, un autre groupe de facteurs s’associe avec le snARN 
7SK. Ces facteurs sont les ribonucléoprotéines nucléaires hétérogènes (ou hnRNP) A1, A2, 
Q1 et R.  
I) La RNP 7SK/HEXIM/P-TEFb 
I-1) Le complexe P-TEFb 
1- Les sous-unités du complexe P-TEFb 
P-TEFb est un hétérodimère constitué de la kinase dépendante des cyclines 9 (CDK9) et 
d’une des cyclines de type C, la Cyline T1 (CycT1), la Cycline T2a (CycT2a) ou la Cycline 
T2b (CycT2b). 
Par ailleurs, la cycline K (CycK) humaine, a longtemps été considérée comme l’une des 
cyclines associées à CDK9, tout comme les CycT1 et CycT2 (Fu et al., 1999; Peterlin and 
Price, 2006). Néanmoins, il a récemment été montré que la CycK ne s’associe pas avec 
CDK9, mais s’associe à CDK12 et CDK13, comme nous l’avons vu dans le chapitre I, pour 
former deux complexes distincts : CDK12/CycK et CDK13/CycK (Blazek et al., 2011). 
Comme c’est le cas pour toutes les paires CDK-Cycline, CDK9 n’exerce son activité kinase 
que lorsqu’elle est associée à son partenaire cycline. 
a) CDK9 
La forme principale de CDK9 est une protéine de 372 acides aminés ayant une masse 
moléculaire d’environ 42 kDa. Une autre isoforme de CDK9 de 55 KDa contient une 
extension de 117 acides aminés dans la région amino-terminale (Shore et al., 2005; Shore et 
al., 2003). Contrairement aux CDK qui contrôlent le cycle cellulaire l’activité de CDK9 est 
constante au cours de la progression du cycle cellulaire (Garriga et al., 1998). L’expression de 
CDK9 est ubiquitaire avec une plus forte expression dans les tissus en différenciation 
terminale (Grana et al., 1994). Les deux isoformes de CDK9 sont exprimées à partir de deux 
promoteurs différents sur le gène CDK9. L’expression de ces deux isoformes varie entre 
différents tissus chez la souris (Shore et al., 2005). Il est possible que la présence d’une 

Figure 20 : Représentation schématique de la Cycline T1 
Les boites cyclines permettent l’interaction avec CDK9. Le motif riche en histidines (en 
violet) favorise l’interaction avec le domaine carboxy-terminal de l’ARN pol II. La CycT1 
peut interagir avec Tat et TAR grâce à une région située dans l’une des boites cyclines 
(colorée en rouge) appelée TRM. La CycT1 contient également un motif « coiled coil » (en 
vert) et un motif riche en prolines et sérines (en orange) à son extrémité carboxy-terminale. 

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extrémité amino-terminale plus longue dans CDK955 puisse jouer un rôle dans sa fonction. 
Chaque isoforme de CDK9 pourrait donc contrôler la transcription de divers groupes de 
gènes. Par exemple, les deux formes de CDK9 s’associent à MyoD, un facteur impliqué dans 
la différenciation musculaire, mais CDK955 semble être plus important pour la différenciation 
des cellules satellites après une lésion musculaire (Giacinti et al., 2008).
CDK9 contient une structure en boucle T qui est conservée entre les protéines CDK. Dans 
toutes les protéines CDK, la phosphorylation de cette boucle T, induit un changement 
conformationnel de cette boucle qui permet l’accès de l’ATP et du substrat au cœur 
catalytique de l’enzyme (Morgan, 1995; Pavletich, 1999; Russo et al., 1996). La 
phosphorylation de cette boucle T est considérée comme essentielle pour une activation 
maximale des CDK. Le résidu Thr186 de CDK9 correspond au résidu pouvant être 
phosphorylé dans les autres CDK. L’activité kinase de CDK9 dépend de la phosphorylation 
de ce résidu (Baumli et al., 2008; Li et al., 2005).
b) Les cyclines T 
Les cyclines partenaires de CDK9 sont la CycT1 et deux variants d’épissage la CycT2a et la 
CycT2b qui constituent la famille des cyclines de type C. Ces trois cyclines s’associent avec 
les deux isoformes de CDK9, CDK942 et CDK955. Elles possèdent deux boites cyclines à leur 
extrémité amino-terminale, une région riche en histidines, leur conférant leur capacité de 
liaison au CTD de l’ARN pol II, et une extrémité carboxy-terminale riche en prolines et 
sérines (figure 20). Dans les cellules HeLa, environ 80% des CDK9 sont associées à la 
CycT1, et 20% aux Cyc T2a et T2b (Peng et al., 1998b). La CycT1 est exprimée de façon 
ubiquitaire mais, contrairement à CDK9, elle ne s’exprime pas constamment à un taux élevé, 
la protéine étant synthétisée suite à des stimuli spécifiques. Certains tissus spécialisés, tels que 
le sang et les organes lymphoïdes, présentent une forte expression de la CycT1 (De Luca et 
al., 2001). La CycT2, quant à elle, est exprimée dans tous les tissus et les organes de souris 
adultes et, même si la CycT1 semble être le partenaire majeur de CDK9, la CycT2 est 
essentielle pour l’embryogenèse chez la souris (Kohoutek et al., 2009). De plus, tandis que la 
majorité des gènes semblent être régulés par la CycT1 ou la CycT2 indifféremment, il existe 
des groupes de gènes régulés spécifiquement par l’une ou l’autre de ces cyclines (Kohoutek et 
al., 2009). Par ailleurs, contrairement aux autres cyclines dont le niveau d’expression varie 
dans les cellules au cours du cycle cellulaire, l’expression des cyclines de type C n’oscille pas 
(Garriga et al., 1998). 
P-TEFb est souvent considéré comme le complexe CDK942/CycT1, mais il faut également 
prendre en considération le fait qu’il existe deux formes de CDK9 (CK942 et CDK955) et au 
moins trois isoformes de cyclines de type C (CycT1, CycT2a et CycT2b). Ce qui donne six 
complexes P-TEFb différents. 
2- Régulation de l’activité de P-TEFb 
Etant donné l’importance de P-TEFb pour l’activité transcriptionnelle de la cellule, ce 
complexe est sujet à une régulation fonctionnelle considérable de sorte à répondre aux 
changements en besoins transcriptionnels des cellules. Plusieurs mécanismes permettent de 
réguler l’activité de P-TEFb au sein des cellules. 
a) Recrutement spécifique de P-TEFb au niveau des promoteurs
Ni CDK9 ni la CycT1 ne possèdent de domaine de liaison à l’ADN connu. Or, P-TEFb doit 
être recruté aux promoteurs des divers gènes sur lesquels l’ARN pol II est en pause 
transcriptionnelle à proximité du promoteur afin de stimuler l’élongation de la transcription. 
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P-TEFb étant requis pour la transcription d’une grande partie des gènes cellulaires, il est 
concevable qu’il existe un mécanisme commun pour le recrutement de P-TEFb aux 
promoteurs de ces gènes. Il a été montré que, tandis que plus de la moitié des complexes P-
TEFb cellulaires son séquestrés au sein de la snRNP 7SK, l’autre moitié, qui constitue la 
forme catalytiquement active de P-TEFb, s’associe avec la protéine Brd4 (Jang et al., 2005; 
Yang et al., 2005). Brd4, initialement identifié comme un composant du complexe Médiateur 
(Wu et al., 2003b; Yang et al., 2005), recrute P-TEFb au niveau des promoteurs, ce qui 
stimule la phosphorylation de la Ser2 du CTD de l’ARN pol II et l’élongation de la 
transcription à partir de divers promoteurs in vivo et in vitro (Jang et al., 2005; Yang et al., 
2005). Brd4 est une protéine nucléaire ubiquitairement exprimée appartenant à la famille des 
protéines BET, qui chez la levure et chez les animaux contiennent un double bromodomaine 
et un domaine extra-terminal (Dey et al., 2000; Jeanmougin et al., 1997). Tandis qu’un motif 
conservé localisé à l’extrémité carboxy-terminale de Brd4 est responsable de la liaison à P-
TEFb (Bisgrove et al., 2007), les deux bromodomaines situés à son extrémité amino-terminale 
ont été impliqués dans l’interaction avec P-TEFb (Jang et al., 2005), ainsi qu’avec les queues 
acétylés des histones et les résidus acétylés de nombreuses autres protéines (Dey et al., 2003; 
Zeng and Zhou, 2002). Le recrutement de P-TEFb par Brd4 au niveau des promoteurs serait 
donc dirigé par l’interaction directe de Brd4 avec les histones acétylées et le complexe 
Médiateur. L’importance du recrutement de P-TEFb par Brd4 a été révélée par une analyse 
par ChIP de nombreux gènes de réponse précoce à l’inflammation dans des macrophages. En 
effet, en réponse à un stimulus, Brd4 recrute P-TEFb au promoteur de ces gènes de réponse 
précoce, l’ARN pol II en pause à proximité du promoteur de ces gènes entre alors rapidement 
en élongation productive après la phosphorylation de la Ser2 de son CTD par P-TEFb 
(Hargreaves et al., 2009). En revanche, il semble qu’une fois recruté au niveau des 
promoteurs par Brd4, P-TEFb ne requiert pas d’autre facteur pour interagir avec l’ARN pol II. 
En effet, il a été montré que l’extrémité carboxy-terminale de la CycT1 interagit directement 
avec le CTD de l’ARN pol II (Taube et al., 2002). De plus, chez C. elegans, le répresseur 
transcriptionnel PIE-1 peut inhiber l’élongation transcriptionnelle en bloquant la liaison de la 
CycT1 au CTD de l’ARN pol II (Zhang et al., 2003). Brd4 ne semble donc pas requis pour 
l’interaction entre P-TEFb et le CTD de l’ARN pol II après l’étape initiale de recrutement. 
Aussi, contrairement à P-TEFb, Brd4 ne semble pas voyager avec l’ARN pol II le long du 
gène. En effet, des analyses par ChIP montrent que l’association de Brd4 est significativement 
plus élevée au promoteur des gènes alors que P-TEFb s’associe à travers toute la région 
codante (Byun et al., 2009). Par ailleurs une étude a montré que in vitro, Brd4 est relargué des 
complexes d’élongation entre les positions +14 et +36 (Zhou et al., 2009).  
Le recrutement de P-TEFb par Brd4 est probablement important pour l’élongation de la 
transcription de nombreux gènes. Néanmoins, plusieurs facteurs de transcription séquence-
spécifiques tels que CIITA (Kanazawa et al., 2000), NF-κB (Barboric et al., 2001), c-Myc 
(Gargano et al., 2007; Kanazawa et al., 2003), STAT3 (Giraud et al., 2004; Hou et al., 2007), 
le récepteur aux androgènes (Lee et al., 2001), le récepteur des hydrocarbures aromatiques 
(Tian et al., 2003), MyoD (Giacinti et al., 2006; Simone et al., 2002), MEF2 (Nojima et al., 
2008), PPARγ (Iankova et al., 2006), AIRE (Oven et al., 2007; Zumer et al., 2011), l’actine G 
(Qi et al., 2011), ou encore la protéine Tat du VIH-1 ont également été identifiés comme des 
facteurs interagissant avec P-TEFb qui pourraient potentiellement recruter P-TEFb au niveau 
de leur promoteurs cibles respectifs. Ces facteurs étant des facteurs de transcription gène-
spécifiques, le recrutement de P-TEFb  par ces derniers devrait affecter seulement un groupe 
limité de gènes.  
Il faut donc noter que malgré le fait que Brd4 recrute P-TEFb pour la transcription générale, 
ce n’est pas nécessairement le seul ou le plus efficace des moyens de recruter P-TEFb au 
Figure 21 : Séquestration de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK 
L’incorporation de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK requiert la liaison d’un dimère 
d’HEXIM sur la structure en tige-boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK. Cette 
interaction ARN-protéine induit un changement conformationnel au sein des protéines 
HEXIM, qui révèle leur domaine de liaison à la cycline T. La séquestration de P-TEFb au sein 
de la snRNP 7SK nécessite également la présence de la structure en tige-boucle située à 
l’extrémité 3’ du snARN 7SK. Au sein de ce complexe, LARP7 et MePCE coopèrent pour 
stabiliser le snARN 7SK qu’elles protègent à ses extrémités 3’ et 5’ respectivement contre la 
dégradation par des exonucléases. Il faut noter que chaque snRNP 7SK séquestre un 
(Schonichen, 2010) ou deux (Dulac, 2005 ; Li 2005) complexes P-TEFb. Dans ce schéma un 
seul complexe P-TEFb a été représenté pour simplifier la vision globale du complexe.  
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niveau d’une matrice en particulier. Ainsi, l’interaction de P-TEFb avec divers activateurs 
transcriptionnels gène-spécifiques pourrait potentiellement contribuer à son recrutement en 
supplémentant ou en facilitant la fonction de Brd4. En réalité, il est possible que pour 
n’importe quel gène dont la transcription est préférentiellement régulée à l’étape d’élongation, 
plusieurs mécanismes soient employés pour maximiser les chances de recruter P-TEFb au 
niveau du promoteur de ce gène. 
b)Régulation dynamique de P-TEFb par son association avec des co-facteurs 
L’adaptation de la disponibilité de P-TEFb aux besoins transcriptionnels de la cellule 
constitue l’un des mécanismes majeurs de régulation de son activité. Le facteur P-TEFb existe 
sous deux formes dans les cellules, une forme inactive séquestrée au sein de la snRNP 7SK, et 
une forme active le plus souvent associée à la protéine Brd4, ou à d’autres facteurs de 
transcription, pour être recrutée au promoteur des gènes (He et al., 2008; Jeronimo et al., 
2007; Nguyen et al., 2001; Yang et al., 2001; Yik et al., 2003). L’association de P-TEFb au 
sein de la snRNP 7SK est un mécanisme réversible et dynamique qui est modulé en réponse à 
diverses conditions affectant globalement la croissance et la différenciation cellulaire. La 
snRNP 7SK peut donc être considérée comme un réservoir cellulaire de P-TEFb mobilisable à 
tout moment par la cellule. Cet équilibre dynamique entre les formes active et inactive de P-
TEFb permet d’adapter finement sa disponibilité en fonction des besoins transcriptionnels de 
la cellule.  
Séquestration au sein de la snRNP 7SK 
Dans des cellules HeLa en phase exponentielle de croissance, plus de la moitié des complexes 
P-TEFb nucléaires sont séquestrés au sein de la snRNP 7SK qui contient le snARN 7SK et les 
protéines HEXIM, LARP7 et MePCE (figure 21). Chaque snRNP 7SK séquestre un 
(Schonichen et al., 2010) ou deux (Dulac et al., 2005; Li et al., 2005) complexes P-TEFb. 
L’incorporation de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK requiert la liaison d’un dimère 
d’HEXIM sur la structure en tige-boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK (Belanger et 
al., 2009; Blazek et al., 2005; Egloff et al., 2006). Cette interaction ARN-protéine induit un 
changement conformationnel au sein des protéines HEXIM, qui révèle leur domaine de 
liaison à la cycline T (Barboric et al., 2005; Michels et al., 2004). Les résidus Phe208 et 
Tyr271 d’HEXIM obstruerait alors la poche à ATP de CDK9 inactivant ainsi son activité 
kinase (Li et al., 2005). La séquestration de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK nécessite 
également la présence de la structure en tige-boucle située à l’extrémité 3’ du snARN 7SK 
(Egloff et al., 2006). Le snARN 7SK fonctionne donc comme un échafaudage moléculaire 
pour maintenir l’intégrité de la snRNP 7SK, qui séquestre P-TEFb et inhibe l’activité kinase 
de CDK9 (Yik et al., 2003). Enfin, la phosphorylation de la Thr186 de CDK9, dont dépend 
son activité kinase, joue également un rôle critique dans l’inactivation de P-TEFb. Ainsi, 
CDK9 phosphorylé sur le résidu Thr186 est trouvé majoritairement associé au sein de la 
snRNP 7SK (Chen et al., 2008) et, in vitro, l’association de P-TEFb au sein du complexe 
inactif dépend de cette modification (Chen et al., 2008; Chen et al., 2004; Li et al., 2005; 
Wang et al., 2008).  
Au sein de ce complexe, LARP7 et MePCE coopèrent pour stabiliser le snARN 7SK qu’elles 
protègent à ses extrémités 3’ et 5’ respectivement contre la dégradation par des exonucléases 
(He et al., 2008; Jeronimo et al., 2007; Xue et al., 2010). Ensemble, LARP7, MePCE et le 
snARN 7SK forment la snRNP 7SK « cœur ». En effet, contrairement à HEXIM et P-TEFb 
qui sont libérés en réponse à divers signaux induisant le désassemblage de cette snRNP 7SK, 
MePCE et LARP7 restent associées au snARN 7SK. 
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Libération  de P-TEFb de la snRNP 7SK 
L’un des mécanismes permettant la libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK fait 
intervenir la protéine Brd4. Des travaux récents suggèrent qu’en plus de son rôle dans le 
recrutement de P-TEFb au niveau des promoteurs, Brd4 pourrait jouer un rôle actif dans le 
désassemblage de la snRNP 7SK afin de libérer P-TEFb (Krueger et al., 2010; Schroder et al., 
2012). Il a été montré, in vitro et in vivo, que le désassemblage de la snRNP 7SK est provoqué 
par le domaine d’interaction avec P-TEFb situé à l’extrémité carboxy-terminale de Brd4 
(Krueger et al., 2010; Schroder et al., 2012). La libération de P-TEFb serait alors 
accompagnée d’un changement conformationnel important au sein du snARN 7SK (Krueger 
et al., 2010).  
Les signaux hypertrophiques, le stress, l’irradiation aux UV, et d’autres signaux externes 
entraînent également le désassemblage de la snRNP 7SK et la libération de P-TEFb (Nguyen 
et al., 2001; Yang et al., 2001; Yik et al., 2003). De même, des composés inhibant directement 
la transcription, comme l’actinomycine D, ou indirectement comme les inhibiteurs de P-
TEFb, le DRB ou le flavopiridol, entraînent la libération  de P-TEFb de la snRNP 7SK 
(Biglione et al., 2007; Nguyen et al., 2001; Yang et al., 2001). Enfin, le traitement par des 
agents de différentiation, comme le HMBA (pour hexamethylene bisacetamide), entraîne 
également la libération de P-TEFb avant d’entraîner une augmentation de la synthèse 
d’HEXIM (He et al., 2006).
L’absence de transcription par l’ARN pol II déclenche l’activation de cascades de 
signalisation qui libèrent P-TEFb de la snRNP 7SK. Des études détaillées ont notamment été 
menées sur l’effet du HMBA. Il a ainsi été montré que, dans des cellules érythroleucémiques 
murines, peu après le début du traitement par le HMBA, la snRNP 7SK/HEXIM/P-TEFb est 
désassemblée de manière efficace mais transitoire. Dans le même temps, une augmentation de 
la formation du complexe Brd4/P-TEFb a été notée. Lorsque le traitement avec le HMBA se 
poursuit, l’expression d’HEXIM, dépendante de P-TEFb, augmente significativement, ce qui 
entraîne un ré-assemblage de P-TEFb au sein de la snRNP inactive 7SK. Le désassemblage de 
la snRNP 7SK induit par le HMBA semble lié à l’activation transitoire de plusieurs voies de 
signalisation. En effet, il a été montré que le HMBA active transitoirement la voie PI3K/Akt 
qui entraîne la phosphorylation d’HEXIM sur les résidus Thr270 et Ser278. La 
phosphorylation de ces résidus abolit l’interaction entre HEXIM et P-TEFb (Contreras et al., 
2007). Par ailleurs, il a été montré qu’un traitement de courte durée avec le HMBA ou un 
traitement aux UV entraîne un influx d’ions calcium et l’activation de la voie Ca2+-
calmoduline-PP2B. L’activation de cette voie de signalisation entraîne la déphosphorylation 
de la Thr186 de CDK9 par la phosphatase PP1α. Cette déphosphorylation cause la 
dissociation de P-TEFb de la snRNP 7SK. Cette libération de P-TEFb, nécessite également 
l’intervention de la phosphatase PP2B qui agit séquentiellement et en coopération avec la 
phosphatase PP1α. PP2B pourrait induire un changement conformationnel dans la snRNP 
7SK qui faciliterait l’accès de PP1α à CDK9 (Chen et al., 2008).  
Néanmoins, dans le cas du traitement par un inhibiteur de P-TEFb, le flavopiridol, il a été 
noté que la Thr186 de la boucle T de CDK9 reste phosphorylée et aucun changement majeur 
dans les niveaux d’HEXIM n’a été détecté (Dow et al., 2010). 
Il existe donc vraisemblablement plusieurs mécanismes alternatifs utilisés par la cellule pour 
entraîner la libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK en réponse à divers signaux.  
La forme active de P-TEFb  
Quel que soit le mécanisme utilisé pour libérer P-TEFb à partir de la snRNP 7SK, c’est la 
forme inactive de P-TEFb, déphosphorylée sur la Thr186 de CDK9, qui est recrutée au 
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complexe de pré-initiation par Brd4 (Chen et al., 2008). De plus, une fois associée au sein du 
complexe d’initiation, Brd4 inhibe transitoirement l’activité de P-TEFb en induisant l’auto-
phosphorylation de la Thr29 de CDK9 (Zhou et al., 2009). Ce n’est donc qu’après la 
dissociation de Brd4 que P-TEFb peut être activé par phosphorylation de la Thr186 et 
déphosphorylation de la Thr29. 
Même s’il a été montré que le recrutement de P-TEFb par Brd4 est important pour 
l’élongation de la transcription de nombreux gènes, la régulation de l’élongation de la 
transcription par P-TEFb ne dépend pas que de cette protéine. En effet, il est désormais admis 
que, pour de nombreux gènes, le complexe P-TEFb engagé dans l’élongation de la 
transcription est associé au sein d’un complexe appelé SEC (pour Super Elongation 
Complex). En effet, au cours de l’élongation de la transcription, la processivité de l’ARN pol 
II est régulée par un groupe de facteurs qui étaient auparavant considérés comme fonctionnant 
séparément et ayant des effets indépendants sur le complexe d’élongation de la transcription. 
Au moins deux facteurs d’élongation de la transcription appartiennent au SEC et activent la 
transcription de façon coopérative (He et al., 2010; Lin et al., 2010; Sobhian et al., 2010). Le 
premier facteur d’élongation trouvé dans le SEC est P-TEFb. Le deuxième facteur 
d’élongation du SEC est ELL, qui stimule l’élongation de la transcription en maintenant 
l’extrémité 3’-OH de l’ARN naissant dans l’alignement avec le site catalytique de l’ARN pol 
II, prévenant ainsi le « backtracking » de la polymérase. En plus de P-TEFb et ELL, le SEC 
contient les co-activateurs et facteurs de transcription ENL/AF9, AFF4 et probablement 
d’autres facteurs (He et al., 2010; Lin et al., 2010; Sobhian et al., 2010). Parmi ces facteurs, 
AFF4 fonctionne comme une plate-forme d’assemblage pour le SEC. En effet, diverses 
régions de AFF4 interagissent avec les différentes sous-unités du SEC, permettant ainsi les 
interactions entre P-TEFb et les autres composants du SEC, et maintenant l’intégrité du SEC 
(He et al., 2011; He et al., 2010; Yokoyama et al., 2010). De plus, AFF4 augmente la demi-
vie de ELL, ce qui favorise l’incorporation de ELL et la formation du SEC (He et al., 2010). 
Par ailleurs, les protéines ENL et AF9, qui présentent une forte homologie, font partie de SEC 
différents. Ces protéines entrent en compétition pour la liaison à la même région de AFF4 et 
ne peuvent donc pas appartenir au même complexe (He et al., 2011). Les complexes AF9-
SEC et ENL-SEC, ce dernier semblant être prédominant dans les cellules HeLa, présentent 
des fonctions similaires mais pas complètement identiques (He et al., 2011). Il est possible 
que l’existence de ces deux complexes SEC homologues, ayant des fonctions 
complémentaires, puisse permettre de mieux répondre aux besoins des divers gènes cellulaires 
dans diverses conditions.
Plusieurs études récentes ont montré que le SEC est ciblé par au moins deux activateurs 
transcriptionnels jouant des rôles importants dans des maladies humaines. En effet, la protéine 
Tat du VIH-1 recrute le SEC au niveau du promoteur LTR du VIH-1 pour stimuler la 
transcription virale (He et al., 2010; Sobhian et al., 2010). Le SEC est également ciblé par des 
protéines de fusion impliquant MLL, ce qui provoque le développement de certains types de 
leucémies aiguës chez les adultes et les enfants (Lin et al., 2010; Mueller et al., 2009; 
Yokoyama et al., 2010).   
En plus de son implication dans des pathologies humaines, le SEC est essentiel pour 
l’élongation de la transcription de certains gènes cellulaires (He et al., 2010; Lin et al., 2010; 
Sobhian et al., 2010; Yokoyama et al., 2010). Pour mesurer l’implication du SEC dans le 
contrôle de l’élongation de la transcription au niveau du génome entier, des analyses par 
ChIP-séquençage ont été réalisées dans des cellules murines et humaines en culture en 
réponse à une stimulation (Lin et al., 2011). Cette étude a permis d’identifier des gènes cibles 
du SEC, la plupart d’entre eux étant des régulateurs du développement et des gènes de 
réponse précoce induits par des facteurs de croissance. Cela suggère que le recrutement du 
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SEC permet aux gènes de répondre rapidement et dynamiquement à des signaux 
développementaux et environnementaux dans différents types cellulaires chez les 
mammifères. Le complexe P-TEFb associé au sein du SEC est un régulateur majeur des gènes 
rapidement induits au cours du développement. Néanmoins, cette étude à l’échelle du génome 
démontre également que tous les gènes rapidement activés ne requièrent pas le SEC (Lin et 
al., 2011). Par ailleurs, bien que Brd4 soit recruté au niveau de ces gènes cibles du SEC, il ne 
semble pas jouer un rôle majeur dans leur activation. En effet, une diminution des niveaux de 
Brd4 dans les cellules par ARNi n’a pas d’effet majeur sur leur activation excepté pour l’un 
des gènes étudiés (Lin et al., 2011). Alors comment les différents SEC sont-ils recrutés pour 
réguler divers groupes de gènes ?
Plusieurs moyens de recrutement du SEC on été décrits. Il a par exemple été proposé qu’en 
l’absence de facteurs permettant un recrutement séquence-spécifique, le domaine YEATS de 
ENL ou AF9 cible le SEC au niveau de la chromatine grâce à son interaction avec le facteur 
PAFc (pour Polymerase Associated Factor complex), et à travers PAFc, l’ARN pol II (He et 
al., 2011). Une autre étude a montré une interaction entre Brd4 et le SEC et propose que Brd4 
pourrait être impliqué dans le recrutement du SEC au niveau de certains gènes cibles (Dawson 
et al., 2011). Dans différents contextes cellulaires, Brd3 et Brd4 s’associent au SEC et à 
PAFc, et pourraient être impliqués dans le recrutement de ces complexes au niveau de certains 
gènes cibles (Dawson et al., 2011). D’autres études proposent que le SEC n’est pas recruté 
directement sous la forme d’un super complexe pré-assemblé au niveau des promoteurs mais 
qu’il s’assemble plutôt séquentiellement. Ainsi, comme nous l’avons vu dans le chapitre I, 
une étude récente a montré que ELL joue un rôle très précoce dans le cycle de transcription, 
avant même l’entrée en pause de l’ARN pol II. ELL, qui s’associe précocement au promoteur 
des gènes inductibles pour faciliter une réponse rapide aux signaux environnementaux, est 
requis pour le recrutement de AFF4 et P-TEFb au niveau des promoteurs de ces gènes (Byun 
et al., 2012). Par ailleurs, le complexe Médiateur, à travers sa sous-unité Med26, pourrait 
jouer un rôle dans le recrutement de P-TEFb et AFF4 (Takahashi et al., 2011). Or, ELL 
semble jouer un rôle dans la stabilisation du recrutement et de l’assemblage du complexe 
Médiateur, soulignant le rôle de ELL dans le recrutement de P-TEFb et AFF4.  
c) Des modifications post-traductionnelles de P-TEFb régulent son activité 
Des modifications post-traductionnelles de P-TEFb servent à réguler son activité de façon 
dépendante ou indépendante d’HEXIM. Ainsi, la déphosphorylation du résidu Thr186 de 
CDK9, ou l’acéthylation des résidus Lys380, Lys386 et Lys390 de la CycT1 entraînent la 
libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK. L’acétylation du résidu Lys48 ou la 
phosphorylation du résidu Thr29 de CDK9 inhibent son activité. La phosphorylation du 
résidu Ser175 de CDK9 pourrait également jouer un rôle dans l’activité de P-TEFb. 
Comme nous l’avons évoqué, la phosphorylation de la Thr186 de CDK9 joue un rôle critique 
dans la séquestration de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK. La déphosphorylation de ce 
résidu, par l’action séquentielle des phosphatases PP2B et PP1α, entraîne la libération de P-
TEFb de la snRNP 7SK. Il a été montré que la Thr186 de CDK9 peut également être 
déphosphorylée par PPM1A/PPM1B (Chen et al., 2008; Wang et al., 2008). De plus, in vivo, 
l’expression d’un inhibiteur de la phosphatase PP1 entraîne une augmentation de la 
phosphorylation de la Thr186 de CDK9 et une augmentation de l’association de CDK9 avec 
le snARN 7SK (Ammosova et al., 2011b). La déphosphorylation de la Thr186 est importante 
non seulement pour la libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK, mais aussi pour le 
recrutement de P-TEFb au complexe de pré-initiation par Brd4 (Chen et al., 2008). En effet, 
Brd4 recrute majoritairement la forme non phosphorylée, inactive de CDK9 au PIC (Chen et 
al., 2008). Après la synthèse d’un court transcrit ARN, CDK9 est alors re-phosphorylée sur la 
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Thr186, ce qui permet l’activation de cette kinase (Isel and Karn, 1999; Ping and Rana, 1999; 
Zhou et al., 2001). In vitro, la Thr186 est une cible de l’autophosphorylation par CDK9 
(Baumli et al., 2008). Néanmoins, cette autophosphorylation n’a pas été démontrée in vivo et 
aucune kinase phosphorylant ce résidu n’a été identifiée à ce jour.  
L’acétylation des résidus Lys380, Lys386, Lys390 et Lys404 de la CycT1 par l’histone 
acétyltransférase p300, entraîne la dissociation d’HEXIM et 7SK de P-TEFb. Ainsi, la CycT1 
acétylée est retrouvée exclusivement dans les complexes P-TEFb actifs (Cho et al., 2009). Par 
ailleurs, l’acétylation de trois de ces résidus, les Lys380, Lys386 et Lys390, est impliquée 
dans l’interaction entre P-TEFb et Brd4 et pourrait jouer un rôle dans l’activation de P-TEFb 
par Brd4 (Schroder et al., 2012). 
Comme nous l’avons évoqué, l’autophosphorylation du résidu Thr29 de CDK9 semble jouer 
un rôle inhibiteur de l’activité kinase de P-TEFb. En effet, cette modification, stimulée par 
Brd4 au sein du complexe d’initiation de la transcription, inhibe la transcription in vitro et in 
vivo (Zhou et al., 2009). Après le relargage de Brd4 à partir du complexe d’élongation, une 
phosphatase, possiblement PP2A, est recrutée au complexe d’élongation et déphosphoryle le 
résidu Thr29 de CDK9, ce qui permet la levée de l’inhibition de l’activité kinase de P-TEFb 
(Zhou et al., 2009).  
Les résidus Lys44 et Lys48 de CDK9 sont acétylés par p300, GCN5 et PCAF (Fu et al., 2007; 
Sabo et al., 2008). Tandis que l’acétylation de la Lys48 semble réguler négativement l’activité 
de CDK9 (Sabo et al., 2008), l’acétylation de la Lys44 semble activer son activité (Fu et al., 
2007). Ces résultats expérimentaux sont appuyés par une modélisation in silico de la structure 
cristallographique de CDK9 qui montre que l’ajout d’un groupement acétyle sur le résidu 
Lys48 interfère directement avec la liaison de l’ATP (Cho et al., 2010). En revanche, bien 
qu’elle régule l’activité de P-TEFb, l’acétylation de CDK9 n’a pas d’effet sur l’interaction de 
P-TEFb avec HEXIM1 ou le snARN 7SK (Fu et al., 2007; Sabo et al., 2008). 
La phosphorylation de CDK9 sur le résidu Ser175 semble également jouer un rôle dans 
l’activité de P-TEFb, néanmoins, ce rôle reste très controversé. Il a été montré que la 
phosphorylation de ce résidu pourrait jouer un rôle positif dans l’activité kinase de P-TEFb 
(Chen et al., 2004; Yang et al., 2005). De plus, elle favoriserait l’interaction entre P-TEFb et 
Brd4 (Yang et al., 2005). Néanmoins, une autre étude a montré que la phosphorylation de ce 
résidu n’est nécessaire ni pour l’activité kinase de CDK9, ni pour l’association au sein de la 
snRNP 7SK (Li et al., 2005). Enfin, une dernière étude a montré que la déphosphorylation du 
résidu Ser175 de CDK9 par la phosphatase PP1 active P-TEFb et active la transcription du 
VIH-1 (Ammosova et al., 2011a). 
d) Expression des sous-unités de P-TEFb 
Comme nous l’avons évoqué, la kinase CDK9 et les CycT sont exprimées de façon 
ubiquitaire dans tous les tissus testés. Cependant, l’expression des différentes sous-unités de 
P-TEFb et notamment de la CycT1, peut être modulée suite à des stimuli. Ces variations sont 
un moyen efficace de réguler l’activité de P-TEFb. 
L’expression de la CycT1 est, par exemple, sur-régulée lors de l’activation des lymphocytes T 
et lors de la différenciation des monocytes en macrophages. Dans ces cellules, l’activité 
kinase de P-TEFb suit les changements des niveaux de CycT1. D’une manière générale, la 
CycT2 et CDK9 sont exprimés à un niveau relativement élevé dans les monocytes et les 
lymphocytes T CD4+ naïfs et leur niveau reste constant lorsque les cellules se différencient en 
macrophages ou après l’activation des lymphocytes (Herrmann et al., 1998). En revanche, la 
CycT1 est exprimée à de faibles niveaux dans les monocytes et les lymphocytes T CD4+ 
naïfs. Lors de l’activation des lymphocytes ou lorsque la différenciation des monocytes en 
macrophages est induite, l’expression de la CycT1 est fortement sur-régulée par un 
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mécanisme post-transcriptionnel (Garriga et al., 1998; Herrmann et al., 1998; Liou et al., 
2006; Marshall et al., 2005; Sung and Rice, 2006, 2009). Cette augmentation des niveaux de 
CycT1 semble être requise pour l’induction d’un grand nombre d’ARNm cellulaires qui sont 
régulés au cours de la différenciation en macrophages (Yu et al., 2006). Le profil d’expression 
de la CycT1 dans des lymphocytes naïfs et des monocytes par rapport à son expression dans 
des lymphocytes activés et des macrophages suggère que la CycT1 pourrait être impliquée 
dans l’expression de gènes sur-régulés au cours de la différenciation en macrophage, 
l’activation des lymphocytes T ou plus généralement des conditions d’activité métabolique 
accrue (Yu et al., 2008). 
Plusieurs éléments ont été identifiés comme régulant post-transcriptionnellement l’expression 
des cyclines T et de CDK9.  
Le microARN miR-198 inhibe la traduction de l’ARNm de la CycT1 dans les monocytes 
primaires via plusieurs séquences dans sa région 3’ UTR (Sung and Rice, 2009). Une 
diminution de l’expression de miR-198 est probablement impliquée dans la différenciation 
des monocytes en macrophages puisque qu’une augmentation de la CycT1 est un élément 
important de la différenciation des monocytes. 
Par ailleurs, il a été montré que la protéine NF90 augmente l’initiation de la traduction de 
l’ARNm de la CycT1 en se liant sur un ou plusieurs sites dans sa région 3’ UTR et en 
facilitant le recrutement de facteurs requis pour l’initiation de la traduction (Hoque et al., 
2011). Ce mécanisme de régulation, contrairement à celui observé dans les monocytes se 
différenciant en macrophages (Sung and Rice, 2009), n’est pas dirigé par des microARN dans 
les types cellulaires analysés. Néanmoins, les mécanismes basés sur miR-198 et NF90 
pourraient agir de concert dans d’autres types cellulaires.  
Le microARN miR-15a régule négativement la CycT2. En ciblant la CycT2, miR-15a régule 
négativement la différenciation musculaire ainsi que les étapes précoces de la spermatogenèse 
(Teng et al., 2011). 
Par ailleurs, il a été montré que le microARN miR-1, qui joue un rôle important dans le 
développement du cœur, cible la région 3’ non traduite de l’ARNm de CDK9, inhibant ainsi 
sa traduction (Sayed et al., 2007; Takaya et al., 2009). Dans les cellules ES, miR-1 est soit 
absent soit difficilement détectable. Lorsque la différenciation en cellules cardiaques est 
induite, son expression augmente progressivement (Takaya et al., 2009). Il a été suggéré que 
miR-1 titre les effets de protéines régulatrices cardiaques pour contrôler la balance entre 
differenciation et prolifération au cours de la cardiogenèse (Zhao et al., 2005b). La régulation 
de l’expression de CDK9 est donc importante pour maintenir la croissance des cellules 
cardiaques dans des limites physiologiques.  
3-Fonctions physiologiques 
a) P-TEFb contrôle le passage de l’ARN pol II en élongation productive 
Peu après le début de l’élongation, la progression de l’ARN pol II est bloquée au niveau d’un 
point de contrôle imposé par l’action concertée de deux facteurs négatifs d’élongation, DSIF 
et NELF (Yamaguchi et al., 1999). Ce point de contrôle sert à assurer l’ajout de la coiffe au 
pré-ARNm, et la phosphorylation de la Ser5 du CTD de l’ARN pol II favorise le recrutement 
des enzymes de « capping » à l’extrémité 5’ du transcrit naissant (Cho et al., 1997; Ho and 
Shuman, 1999; McCracken et al., 1997a). Sans stimulation supplémentaire à cette étape, 
l’ARN pol II en pause va entrer en élongation abortive et ainsi terminer la transcription, ne 
générant que de courts transcrits. La libération de l’ARN pol II bloquée à ce point de contrôle 
requiert l’activité enzymatique de P-TEFb, qui phosphoryle la Ser2 du CTD de l’ARN pol II, 
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la sous-unité Spt5 de DSIF et la sous-unité NELF-E de NELF. Ces évènements de 
phosphorylation entraînent la dissociation de NELF et la conversion de DSIF en facteur 
positif d’élongation, qui, avec l’hyperphosphorylation de la Ser2 du CTD de l’ARN pol II, 
permettent l’entrée de l’ARN pol II en phase d’élongation productive (Renner et al., 2001; 
Wada et al., 1998b; Yamaguchi et al., 1999). P-TEFb reste ensuite associé à l’ARN pol II et 
voyage avec elle le long des gènes sur lesquels il est recruté (Byun et al., 2009). Une étude 
récente menée à l’échelle du génome entier a montré le rôle général de P-TEFb dans la 
régulation de la transcription. Ainsi, le traitement de cellules ES par un inhibiteur de CDK9, 
le flavopiridol, empêche la libération de l’ARN pol II du site de pause à proximité du 
promoteur sur la plupart des gènes actifs (Rahl et al., 2010).   
b) Rôle de P-TEFb dans la maturation des ARNm 
En plus de son rôle dans la stimulation de l’élongation de la transcription, P-TEFb joue un 
rôle essentiel dans la maturation co-transcriptionnelle des pré-ARNm et les modifications de 
la structure de la chromatine, en favorisant le recrutement de facteurs impliqués dans 
l’épissage et la maturation en 3’, ainsi que des enzymes de modification de la chromatine.  
La phosphorylation de la Ser2 du CTD et de la sous-unité Spt5 de DSIF par CDK9 favorise 
notamment le recrutement d’enzymes de modifications des histones. P-TEFb régule donc 
indirectement plusieurs types de modification des histones telles que la tri-méthylation de 
H3K36, la tri-méthylation de H3K4 et la monoubiquitination de H2B (Pirngruber et al., 
2009a). 
Par ailleurs, P-TEFb pourrait jouer un rôle dans le couplage entre l’élongation de la 
transcription et l’épissage des pré-ARNm. Ainsi, le facteur d’épissage U2AF65 interagit 
directement avec le CTD phosphorylé de l’ARN pol II. Cette interaction favorise le 
recrutement d’un complexe constitué des facteurs d’épissage U2AF65 et PRP19C au pré-
ARNm, stimulant ainsi l’épissage co-transcriptionnel du pré-ARNm naissant (David et al., 
2011). De même, la phosphorylation de la Ser2 du CTD par P-TEFb peut favoriser l’inclusion 
d’un exon alternatif en facilitant le recrutement du facteur d’épissage SR SF2/ASF et 
probablement d’autres protéines SR au niveau de l’ARN pol II. De plus, la désintégration de 
la snRNP 7SK dans des embryons de poisson zèbre entraîne un changement significatif dans 
l’accumulation de différents variants d’épissage de deux gènes dont le patron d’épissage est 
normalement régulé au cours du développement (Barboric et al., 2009).   
c) Rôle de P-TEFb dans l’élongation de la transcription 
La phosphorylation de la sous-unité Spt5 de DSIF par P-TEFb convertit ce facteur négatif 
d’élongation en facteur positif d’élongation de la transcription (Ping and Rana, 2001; Wada et 
al., 1998b; Yamada et al., 2006). P-TEFb phosphoryle les résidus Thr4 au sein d’un motif 
répété (consensus, Gly-Ser-Arg/Gln-Thr-Pro) localisé dans la région carboxy-terminale de 
Spt5, conservé au cours de l’évolution (Yamada et al., 2006). Cette phosphorylation de DSIF 
est essentielle pour l’élongation de la transcription par l’ARN pol II (Yamada et al., 2006). De 
plus, il a récemment été montré que la phosphorylation de Spt5 par P-TEFb est nécessaire 
pour la stimulation de l’élongation de la transcription par DSIF, PAF1c et Tat-SF1 (Chen et 
al., 2009; Liu et al., 2009). En effet, in vivo, ces trois facteurs d’élongation sont recrutés au 
niveau du gène de façon coordonnée et collaborent pour stimuler l’élongation de la 
transcription par l’ARN pol II (Chen et al., 2009). Or, in vitro, en présence d’un inhibiteur de 
P-TEFb, la stimulation de l’élongation de la transcription par ces trois facteurs est fortement 
inhibée (Chen et al., 2009). La phosphorylation de DSIF par P-TEFb est donc essentielle pour 
la stimulation de l’élongation par DSIF, Tat-SF1 et PAF1c.
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Par ailleurs, l’histone linker H1 a récemment été identifiée comme un nouveau substrat de P-
TEFb (O'Brien et al., 2010). Or, cette histone qui se lie aux séquences ADN situées entre les 
nucléosomes facilite la compaction de la chromatine. La phosphorylation de l’histone H1 sur 
des résidus spécifiques est associée à une augmentation de sa mobilité et une décondensation 
de la chromatine (Alexandrow and Hamlin, 2005; Catez et al., 2006). Ainsi, l’inhibition de 
l’activité de P-TEFb entraîne une diminution de la phosphorylation de la Ser183 de l’histone 
H1, corrélée avec une augmentation de l’association de l’histone H1 au site d’initiation de la 
transcription et dans la région codante de gènes cellulaires (O'Brien et al., 2010). En revanche, 
une augmentation de la quantité de P-TEFb libre entraîne une augmentation des niveaux 
d’histone H1 phosphorylée corrélée avec une diminution de l’association de l’histone H1 au 
site d’initiation de la transcription et dans la région codante (O'Brien et al., 2010; O'Brien et 
al., 2012). Ainsi, P-TEFb pourrait phosphoryler l’histone H1 de façon concomitante avec la 
progression de l’ARN pol II, entraînant la dissociation de l’histone H1 de l’ADN, et facilitant 
la progression de la machinerie transcriptionnelle, ce qui augmenterait la processivité de 
l’élongation de la transcription par l’ARN pol II. 
d) Rôle de P-TEFb dans le développement et la différenciation cellulaire 
La protéine HEXIM1, en collaboration avec le snARN 7SK, séquestre P-TEFb inhibant ainsi 
son activité kinase. Or, au cours de la différenciation induite par le HMBA (pour 
Hexamethylene Bisacetamide), de cellules musculaires lisses vasculaires et de cellules 
érythroleucémiques murines, la protéine HEXIM est surexprimée (He et al., 2006; Ouchida et 
al., 2003; Turano et al., 2006). De même, l’induction de la différenciation des cellules de 
neuroblastome par l’acide rétinoïque entraîne la sur-régulation d’HEXIM1. L’expression 
ectopique d’HEXIM1 entraîne une inhibition de la croissance et favorise la différenciation 
neuronale (Turano et al., 2006). Par ailleurs, HEXIM joue un rôle d’inhibiteur de croissance 
dans les myocytes cardiaques. En effet, la délétion de CLP-1, l’homologue murin d’HEXIM, 
chez la souris entraîne l’élargissement des cellules cardiaques, ce qui entraîne une 
hypertrophie du cœur (Huang et al., 2004). Tous ces résultats soulignent un rôle crucial 
d’HEXIM au cours de la différenciation cellulaire. Cela suggère que l’inactivation de P-TEFb 
pourrait jouer un rôle important au cours de la transition des cellules d’un état prolifératif vers 
un état différencié.
Par ailleurs, l’activité de P-TEFb est nécessaire pour la différenciation des cellules 
musculaires squelettiques (Giacinti et al., 2006; Simone et al., 2002). En effet, dans les 
cellules musculaires squelettiques murines, le complexe P-TEFb (CDK9/CycT2) est recruté 
au niveau des promoteurs de gènes spécifiques de la différentiation par MyoD et MEF2, deux 
facteurs de transcription majeurs de la différenciation musculaire (De Falco and De Luca, 
2006; Giacinti et al., 2006; Nojima et al., 2008; Simone et al., 2002). Or, lors de la 
différenciation de ces cellules, P-TEFb est libéré de la snRNP 7SK dans les 30 premières 
minutes d’induction de la différenciation, se ré-associe après deux heures d’induction (Nojima 
et al., 2008), puis la proportion de P-TEFb séquestrée au sein de la snRNP 7SK augmente 
jusqu’à devenir plus élevée que dans les cellules non induites au bout de 24h d’induction et 
enfin l’équilibre entre formes active et inactive de P-TEFb semble revenir à la normale au 
bout de 72h d’induction (Galatioto et al., 2010). Il apparaît donc que l’équilibre entre les 
formes active et inactive de P-TEFb, au cours de la différenciation des cellules musculaires 
squelettiques murines, est, dans un premier temps, déplacé rapidement mais transitoirement 
vers la forme active puis re-déplacé vers la forme inactive au cours de la différenciation. Or, 
le recrutement de P-TEFb aux promoteurs de gènes impliqués dans la différenciation 
cellulaire par le facteur de transcription MEF-2 survient dans les 30 minutes qui suivent le 
début de l’induction de la différenciation, ce qui coïncide avec la libération de P-TEFb de la 
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snRNP 7SK (Nojima et al., 2008). Ces résultats suggèrent que l’augmentation transitoire du 
niveau de P-TEFb libre, liée au désassemblage de la snRNP 7SK dans les 30 minutes suivant 
le début de l’induction de la différenciation, permet une augmentation transitoire de la 
transcription dépendante de MEF-2. Cela permet la mise en place du programme de 
différenciation dans les cellules musculaires squelettiques murines. 
P-TEFb peut également être recruté par d’autres facteurs de transcription spécifiques au 
promoteur de gènes impliqués dans divers programmes de différenciation cellulaire. Il a par 
exemple été montré que PPARγ recrute P-TEFb pour activer la transcription et promouvoir 
l’adipogenèse (différenciation en adipocytes) (Iankova et al., 2006). Par ailleurs, l’association 
de P-TEFb avec GATA1, un facteur de transcription impliqué dans la différentiation de 
nombreuses lignées hématopoïétiques, est indispensable pour une mégakaryocytopoïèse 
efficace (Elagib et al., 2008). Le complexe P-TEFb (CDK955/CycT2) joue un rôle essentiel 
dans la régénération musculaire en dirigeant la différenciation des myoblastes à partir des 
cellules satellites, une population spécialisée de cellules souches myogéniques, in vivo
(Giacinti et al., 2008). Enfin, l’interaction de CDK9 avec GATA4 est importante pour la 
différenciation des cellules ES de souris en cardiomyocytes (Kaichi et al., 2011). Comme cela 
a été montré dans le cas de la différenciation des cellules musculaires squelettiques murines, 
on peut émettre l’hypothèse que les signaux induisant la différenciation dans ces autres types 
cellulaires activent des voies de signalisation qui entraînent le désassemblage de la snRNP 
7SK contenant P-TEFb. Le facteur P-TEFb libéré de la snRNP 7SK peut alors être recruté au 
niveau des promoteurs de gènes impliqués dans la différenciation par les différents facteurs de 
transcription spécifiques qui ont été décrits afin d’activer leur transcription. 
De son côté, Brd4, le régulateur positif et facteur de recrutement de P-TEFb, jouerait un rôle 
dans la stimulation de la croissance cellulaire. Ainsi, chez la souris, la délétion des deux 
allèles de Brd4 entraîne une létalité embryonnaire, tandis que les individus hétérozygotes 
Brd4+/- présentent des défauts de croissance pré- et postnatals associés à un taux de 
prolifération des cellules réduit (Houzelstein et al., 2002). Dans des cultures primaires, les 
cellules Brd4+/- montrent également des défauts de prolifération.  
Des modifications dans l’équilibre entre les formes active et inactive de P-TEFb peuvent donc 
affecter la croissance cellulaire, la prolifération et la différenciation. Cet équilibre doit donc 
être finement régulé pour répondre aux besoins de la cellule. 
Etant donné le rôle majeur de P-TEFb dans la prolifération et la différenciation cellulaire, 
plusieurs études se sont penchées sur son rôle physiologique au cours du développement. 
Ainsi, il a été montré que la diminution de l’expression de CDK9 chez la drosophile entraîne 
une létalité au cours de la métamorphose, suggérant un rôle fondamental de P-TEFb chez la 
drosophile au cours du développement précoce (Eissenberg et al., 2007). De plus, une 
délétion de la CycT2 chez la souris entraîne une létalité embryonnaire précoce, soulignant son 
rôle essentiel pour le développement (Kohoutek et al., 2009).   
e) Implication de P-TEFb dans la maturation en 3’ des ARNm des histones 
En plus de son rôle dans la levée de la pause transcriptionnelle à proximité du 
promoteur, le complexe P-TEFb a récemment été impliqué dans la maturation en 3’ des pré-
ARNm des histones canoniques.  
Une diminution de l’expression de CDK9 dans une lignée cellulaire humaine entraîne un 
défaut de clivage des pré-ARNm des histones canoniques en 3’ à cause d’un défaut de 
recrutement de facteurs de maturation de l’extrémité 3’ des ARNm des histones. L’ARN pol 
II poursuit alors la transcription jusqu’à un signal de polyadénylation alternatif, ce qui 
entraîne une accumulation d’ARNm d’histones polyadénylés (Pirngruber et al., 2009b). Or, 
les histones canoniques H2A, H2B, H3 et H4 sont codées par des gènes réplication-
Figure 22 : Les différents types de promoteurs reconnus par l’ARN pol III 
Les promoteurs des gènes transcrits par l’ARN pol III sont classés en trois types sur la base 
des éléments de séquence les constituant et des facteurs de transcription s’y associant. 
Les promoteurs de type 1 contiennent une région de contrôle interne (ICR) qui peut être 
divisée en trois éléments : une boite A, un élément intermédiaire (IE) et une boite C. Les 
promoteurs de type 2 consistent en une boite A et une boite B. Tandis que les promoteurs de 
type 1 et 2 sont internes à la séquence codante, les promoteurs de type 3 sont situés 
exclusivement en amont du site d’initiation de la transcription. Ce dernier type de promoteur 
contient un élément de séquence distal (DSE), un élément de séquence proximal (PSE) et une 
boite TATA.  
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dépendants produisant des ARNm qui, contrairement à la plupart des ARNm synthétisés par 
l’ARN pol II, ne sont pas polyadénylés. Ces ARNm non polyadénylés se terminent par une 
structure en tige-boucle conservée qui guide le clivage endo-nucléolytique de l’extrémité 3’ 
du pré-ARNm. Cette maturation en 3’ requiert un ensemble complexe de facteurs conservés 
au cours de l’évolution (Marzluff et al., 2008). Or, une étude récente a montré que le 
recrutement de ces facteurs de maturation au niveau des gènes codants pour les histones est 
facilité par la phosphorylation de la Thr4 du CTD de l’ARN pol II. Cette phosphorylation est 
donc requise pour la formation de l’extrémité 3’ des ARNm des histones canoniques (Hsin et 
al., 2011). Les auteurs ont montré que la phosphorylation de la Thr4 du CTD est fortement 
inhibée lors d’un traitement par des inhibiteurs de P-TEFb, le DRB et le flavopiridol, 
indiquant que cette phosphorylation requiert l’activité kinase de la CDK9 du complexe P-
TEFb (Hsin et al., 2011).  
La Thr4 du CTD de l’ARN pol II est donc une nouvelle cible de l’activité kinase de P-TEFb 
qui joue un rôle spécifique dans l’expression d’un type de gènes particulier. 
I-2) Le snARN 7SK 
Le snARN 7SK humain est un snARN de 331 nucléotides très structuré et très abondant avec 
environ 2.105 copies par cellule (Wassarman and Steitz, 1991). Tandis que de nombreux 
pseudogènes ont été identifiés, le snARN 7SK est synthétisé par l’ARN pol III à partir d’un 
locus unique situé sur le chromosome 6 (Driscoll et al., 1994). Le promoteur du gène codant 
le snARN 7SK, tout comme celui du gène codant le snARN U6, est un promoteur de type 3. 
Les promoteurs reconnus par l’ARN pol III peuvent être divisés en 3 types sur la base des 
éléments de séquence les constituant et des facteurs de transcription qui leur sont associés. 
Les promoteurs de type 1 et 2 sont internes à la séquence codante et dépourvus de boîte 
TATA (figure 22). Par contre, les promoteurs de type 3 sont situés exclusivement en amont 
du site d’initiation de la transcription et possèdent une boîte TATA (Schramm and Hernandez, 
2002). Au sein du promoteur du gène codant le snARN 7SK, qui est donc exclusivement 
externe à la séquence codante, trois éléments nécessaires pour une transcription efficace ont 
été identifiés (Schramm and Hernandez, 2002), un DSE (pour Distal Sequence Element), un 
PSE (pour Proximal Sequence Element) et une boîte TATA. Le signal de terminaison de la 
transcription par l’ARN pol III est une simple série d’au moins quatre thymidines sur le brin 
codant (Bogenhagen and Brown, 1981). L’ARN pol III reconnaît efficacement et en l’absence 
d’autres facteurs cette série de T (Allison and Hall, 1985; Bogenhagen and Brown, 1981; 
Cozzarelli et al., 1983). Les transcrits pol III présentent donc à leur extrémité 3’-OH une série 
d’uridines reconnue par la protéine La, dont la liaison stabilise ces ARN nouvellement 
synthétisés en les protégeant contre la dégradation par des exonucléases (Bayfield et al., 
2010). Néanmoins, cette protéine ne s’associe que transitoirement avec les transcrits pol III 
naissants et n’est pas retrouvée dans les RNP matures. La protection de l’extrémité 3’-OH du 
snARN 7SK naissant est donc assurée par la protéine La, tandis que la protection de 
l’extrémité 3’-OH du snARN 7SK au sein des RNP matures est assurée par la protéine 
LARP7. En effet, comme nous le verrons dans le paragraphe qui lui est consacré, la protéine 
LARP7 se lie à l’extrémité 3’-OH d’environ 90% des molécules de snARN 7SK (Krueger et 
al., 2008). De plus, les protéines La et LARP7 se lient au snARN 7SK de façon mutuellement 
exclusive (Markert et al., 2008). Plusieurs études permettent aujourd’hui de proposer un 
modèle expliquant le transfert du snARN 7SK de la protéine La à la protéine LARP7. Post-
transcriptionnellement, des nucléases éliminent une, deux ou trois uridines de l’extrémité 3’-
OH du snARN 7SK qui est ensuite adénylée par une enzyme non identifiée à ce jour (Sinha et 
al., 1998). A l’équilibre, la séquence de l’extrémité 3’-OH du snARN 7SK est un mélange de 
…UCUA, …UCUUA, …UCUUUA, donnant une taille totale au snARN 7SK pouvant varier 
Figure 23 : Structure secondaire du snARN 7SK (tiré de Wassarman and Steitz, 1991) 
Figure 24 : Nouveau modèle de structure secondaire du snARN 7SK (tiré de Marz et al, 
2009) 
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de 330 à 332 nucléotides, 331 nucléotides étant la taille la plus courante. Environ 70% du 
snARN 7SK est adénylé post-transcriptionnellement à l’extrémité 3’ (Sinha et al., 1998). Or, 
il a été montré que cette modification affecte la liaison de la protéine La à d’autres snARN 
synthétisés par l’ARN pol III (Chen et al., 1998). Cette modification pourrait donc être un 
mécanisme permettant la libération du snARN 7SK par la protéine La. Par ailleurs, 
contrairement à la plupart des transcrits pol III, le snARN 7SK possède une coiffe γ-
monométhyle phosphate (Shumyatsky et al., 1990). Or, il a été montré que ce type de coiffe 
diminue l’affinité de la protéine La pour d’autres snARN synthétisés par l’ARN pol III 
(Bhattacharya et al., 2002). L’ajout de la coiffe γ-monométhyle phosphate pourrait donc 
également jouer un rôle dans la libération du snARN 7SK par la protéine La. Au jour 
d’aujourd’hui, cette coiffe γ-monométhyle phosphate particulière n’a été identifiée que dans 
trois autres petits ARN synthétisés par l’ARN pol III, U6, l’ARN B2 de rongeurs et l’ARN 
U3 des plantes (Liu et al., 1992; Shimba et al., 1992; Shumyatsky et al., 1990). L’addition de 
cette coiffe est essentielle pour protéger l’ARN contre la dégradation par des exonucléases. 
En effet, il a été montré que cette coiffe augmente la stabilité des snARN U6 et 7SK et que le 
snARN U6 non coiffé est rapidement dégradé (Shumyatsky et al., 1993). L’enzyme ajoutant 
sa coiffe à l’extrémité 5’ du snARN 7SK a récemment été identifiée comme étant la protéine 
MePCE (Jeronimo et al., 2007). Néanmoins, MePCE ne joue pas seulement un rôle dans 
l’ajout de la coiffe au snARN 7SK. En effet, après avoir coiffé le snARN 7SK, elle reste 
associée stablement avec lui. MePCE favorise alors la liaison de LARP7 au snARN 7SK. Au 
sein du sous-complexe stable MePCE-LARP7-7SK ainsi formé, MePCE et LARP7 
interagissent et coopèrent pour stabiliser le snARN 7SK et maintenir l’intégrité des snRNP 
7SK (Xue et al., 2010).   
La séquence du snARN 7SK est conservée entre les métazoaires au cours de l’évolution, et 
plus particulièrement, elle est très conservée entre les vertébrés (Marz et al., 2009). La 
première structure secondaire proposée pour le snARN 7SK par Wassarman et Steitz, 
déterminée par sondage enzymatique et chimique, contient quatre structures en tige-boucle 
(ou épingles à cheveux) majeures séparées par des régions simple brin (figure 23)
(Wassarman and Steitz, 1991). Plus récemment, un nouveau modèle de structure secondaire, 
basé sur une étude détaillée de la conservation du snARN 7SK au cours de l’évolution, a été 
proposé. Dans cette étude, l’alignement global des séquences du snARN 7SK issues de divers 
organismes a permis de proposer une structure alternative pour le snARN 7SK. Dans cette 
structure, les quatres tige-boucles majeures du modèle de Wassarman et Steitz sont 
globalement conservées, mais ce modèle suggère une certaine compaction de l’ARN (Marz et 
al., 2009). La principale différence par rapport à la structure proposée par Wassarman et Steitz 
est un appariement entre l’extrémité 5’ du snARN 7SK et une région située environ 300 
nucléotides en aval, juste en amont de la dernière tige-boucle (Marz et al., 2009) (figure 24). 
Cet appariement rapprocherait les extrémité 3’ et 5’ du snARN 7SK, ce qui pourrait favoriser 
certaines interactions protéine-protéine au sein des snRNP 7SK, et notamment l’interaction 
entre MePCE et LARP7. En effet, LARP7 se lie au snARN 7SK via son extrémité 3’-OH (He 
et al., 2008; Krueger et al., 2008), tandis que MePCE ajoute une coiffe γ-monométhyle 
phosphate au snARN 7SK (Jeronimo et al., 2007), et interagit donc probablement avec son 
extrémité 5’. Le rapprochement des extrémités 5’ et 3’ du snARN 7SK pourrait donc favoriser 
la formation du sous-complexe stable MePCE-LARP7-7SK. 
La formation de la snRNP 7SK qui séquestre et inactive P-TEFb, dont le snARN 7SK est un 
composant structural majeur, nécessite de complexes interactions ARN-protéines. Une étude 
menée in vivo, utilisant une série de mutants du snARN 7SK portant des altérations ou des 
troncations de séquences, a montré que la séquestration de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK 
Figure 25 : Domaines fonctionnels de la protéine HEXIM1 
La région amino-terminale unique à HEXIM1 fonctionne comme un domaine auto-inhibiteur. 
Le motif riche en arginines (ARM) permet la liaison d’HEXIM au snARN 7SK. Le domaine 
carboxy-terminal d’HEXIM permet la liaison à P-TEFb et l’inhibition de son activité kinase. 
Au sein de ce domaine, la région très conservée (en rose) est impliquée dans l’inhibition de 
l’activité kinase de P-TEFb. Les régions riches en résidus acides (en rouge) interagiraient 
avec les résidus basiques du domaine ARM adjacent prévenant ainsi la liaison prématurée 
d’HEXIM à P-TEFb en l’absence du snARN 7SK. Enfin, le domaine en faisceau d’hélices est 
impliqué dans la dimérisation d’HEXIM et dans la liaison aux boites cyclines des CycT1 et 
CycT2.      
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nécessite la liaison d’un dimère d’HEXIM sur le segment G24-C48/G60-C87 de la tige-
boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK (Egloff et al., 2006). La liaison d’HEXIM est 
un pré-requis pour l’association de P-TEFb. En effet, HEXIM interagit directement et 
spécifiquement avec la CycT1 et inhibe l’activité kinase de P-TEFb uniquement en présence 
du snARN 7SK (Michels et al., 2004; Michels et al., 2003). Enfin, P-TEFb s’associe 
également avec le segment G302-C324 de la tige-boucle située à l’extrémité 3’ du snARN 
7SK, rendant cette structure essentielle à la séquestration de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK 
(Egloff et al., 2006).  
Lorsque P-TEFb et HEXIM se dissocient de la snRNP 7SK, un autre groupe de facteurs, les 
hnRNP, s’associent au sous-complexe stable MePCE-LARP7-7SK. Lorque P-TEFb et 
HEXIM sont libérés, le snARN 7SK subit un changement conformationnel (Krueger et al., 
2010). Or, étant donné que HEXIM se lie étroitement au snARN 7SK in vitro, ce changement 
conformationnel pourrait contribuer à diminuer l’affinité entre HEXIM et le snARN 7SK dans 
les cellules. Les hnRNP pourraient alors stabiliser cette conformation du snARN 7SK 
excluant HEXIM (Krueger et al., 2010). 
I-3) Les protéines HEXIM 
La protéine HEXIM1 (pour Hexamethylene Bisacétamide Inducible protein), initialement 
nommée MAQ1 (pour Ménage à Quatre) ou CLP-1 chez la souris (pour Cardiac Lineage 
Protein) et plus tard EDG-1 (pour Estrogen Downregulated Gene), est une protéine nucléaire 
qui inhibe l’activité kinase de P-TEFb de façon dépendante du snARN 7SK. HEXIM est 
conservée au cours de l’évolution entre le métazoaires et a vraisemblablement co-évolué avec 
le snARN 7SK (Marz et al., 2009). Dans plusieurs espèces, incluant les eucaryotes inférieurs, 
il n’existe qu’une seule protéine HEXIM. En revanche, chez la plupart des euthériens et chez 
certains métathériens, il existe deux homologues, HEXIM1 et HEXIM2 (Marz et al., 2009). 
Ces deux protéines de 41 et 32 kDa respectivement, sont exprimées ubiquitairement à partir 
de gènes adjacents situés sur le chromosome 17. L’alignement de séquence entre ces deux 
protéines montre qu’elles présentent une forte homologie (>50% d’identité) dans leurs régions 
centrale et carboxy-terminale (Byers et al., 2005; Yik et al., 2005). Au contraire, les 
séquences de leur région amino-terminale ne sont pas apparentées. Il a été montré que la 
partie amino-terminale unique à HEXIM1 joue un rôle auto-inhibiteur. En effet, la délétion de 
cette région forme une protéine HEXIM1 mutante qui cible et inactive P-TEFb avec une plus 
forte efficacité que la protéine sauvage (Yik et al., 2003). Néanmoins, les protéines HEXIM1 
et HEXIM2 pourraient avoir des fonctions redondantes. En effet, la proportion d’HEXIM2 
associée avec P-TEFb augmente lorsque l’expression d’HEXIM1 est diminuée (Byers et al., 
2005; Yik et al., 2005). Ces observations suggèrent que tandis que les deux protéines HEXIM 
homologues ont probablement des fonctions physiologiques et/ou des mécanismes d’action 
similaires, elles pourraient être régulées différemment à travers la région amino-terminale 
unique à HEXIM1. De plus, les deux homologues d’HEXIM présentent des patrons 
d’expression différents entre différents tissus (Byers et al., 2005; Yik et al., 2005). Les 
protéines HEXIM1 et 2 forment des homo ou hétéro-dimères stables.  
Les protéines HEXIM peuvent être divisées en plusieurs domaines majeurs (figure 25). Ainsi, 
à l’extrémité carboxy-terminale se trouvent deux régions en faisceau d’hélices (coiled-coil) 
impliquées dans la dimérisation d’HEXIM et dans la liaison aux boites cyclines des CycT1 et 
CycT2 (Barboric et al., 2005; Blazek et al., 2005; Dames et al., 2007; Michels et al., 2003; 
Yik et al., 2003). En se rapprochant du centre de la protéine, se trouvent deux régions acides, 
suivies par un motif très conservé impliqué dans l’interaction avec les cyclines et l’inhibition 
de P-TEFb (Byers et al., 2005; Michels et al., 2004). Enfin, toujours dans la région centrale, 
se trouve le domaine de liaison au snARN 7SK qui fait partie du signal de localisation 

Figure 26 : Comparaison schématique des domaines retrouvés dans les protéines La et 
LARP7 (tiré de Krueger et al, 2008) 
Les protéines La et LARP7 présentent une forte homologie dans leur région amino-terminale 
et en particulier dans leur domaine La constitué des motif La et RRM1 (RNA Recognition 
Motif 1).  
RRM3 : RNA Recognition Motif 3 
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nucléaire de la protéine. Le domaine de liaison au snARN 7SK est une région basique 
composée de motifs riches en arginines (ARM) (Michels et al., 2004; Yik et al., 2004). Cette 
région basique est identique pour les protéines HEXIM1 et HEXIM2 chez l’Homme, et est 
très conservée entre les métazoaires au cours de l’évolution. En l’absence du snARN 7SK, 
cette région basique pourrait adopter une conformation auto-inhibitrice en établissant des 
interactions electrostatiques avec les deux régions acides adjacentes. Une telle conformation 
empêcherait la liaison d’HEXIM à P-TEFb en l’absence du snARN 7SK. La liaison du 
snARN 7SK à la région basique d’HEXIM neutraliserait ses charges, rompant l’interaction 
intramoléculaire entre les régions de charges opposées au sein de la région centrale 
d’HEXIM. Le changement conformationnel induit par la libération de la région acide lors de 
la liaison au snARN 7SK permettrait alors l’interaction d’HEXIM avec la CycT (Barboric et 
al., 2005). La liaison d’HEXIM à la CycT in vitro n’entraîne pas automatiquement l’inhibition 
de l’activité kinase de CDK9 (Li et al., 2005). En effet, in vitro, la mutation des résidus Phe 
208 et Tyr271 d’HEXIM n’empêche pas sa liaison à P-TEFb médiée par le snARN 7SK, 
mais, le complexe ainsi formé reste actif. Il a donc été suggéré que ces résidus pourraient 
bloquer le site de liaison de l’ATP au sein de CDK9.  
I-4) La protéine LARP7 
La protéine LARP7 (pour La-related Protein 7) ou PIP7S (pour P-TEFb Interaction Protein 
for 7SK Stability) est une protéine de 67 kDa contenant 582 acides aminés qui s’associe à 
environ 90% des molécules de snARN 7SK in vivo (He et al., 2008; Krueger et al., 2008). 
LARP7 se lie directement et stablement au snARN 7SK. Ainsi, cette protéine reste associée 
avec le snARN 7SK après la libération de P-TEFb et HEXIM causée par le stress ou des 
signaux cellulaires (He et al., 2008; Krueger et al., 2008).   
LARP7 présente une forte homologie avec la protéine La humaine (hLa) dans sa région 
amino-terminale et en particulier dans son domaine La constitué des motifs La et RRM1, mais 
leurs régions carboxy-terminales divergent (figure 26) (He et al., 2008). La protéine hLa 
s’associe à l’extrémité 3’-UUU-OH des transcrits pol III naissants via son domaine La, les 
protégeant ainsi contre la dégradation par des exonucléases 3’Æ5’. La protéine LARP7 
partage avec la protéine hLa tous les résidus du motif La préalablement identifiés comme 
étant impliqués dans la reconnaissance spécifique de l’extrémité 3’-UUU-OH des ARN 
(Kotik-Kogan et al., 2008; Teplova et al., 2006). Ainsi, le motif La de LARP7 peut être 
remplacé par le motif La de la protéine hLa sans que cela n’affecte significativement sa 
liaison au snARN 7SK ni la formation de la snRNP 7SK in vivo (He et al., 2008). De plus, le 
domaine La de LARP7, lorsque séparé de la région carboxy-terminale de la protéine, est 
capable de complémenter partiellement la perte de fonction de la protéine La chez S. pombe
en assurant la protection de l’extrémité 3’ des ARN normalement protégés par la protéine La 
(He et al., 2008). Or, contrairement à la protéine La qui s’associe à de nombreux transcrits 
présentant une extrémité 3’-UUU-OH, la protéine LARP7 s’associe majoritairement au 
snARN 7SK et dans une moindre mesure au snARN U6 de la machinerie d’épissage (Krueger 
et al., 2008). La région carboxy-terminale de LARP7 pourrait donc jouer un rôle dans la 
détermination de sa spécificité de liaison au snARN 7SK. Ainsi, il a été montré in vivo qu’une 
délétion, même minime, de la région carboxy-terminale de LARP7 abolit presque totalement 
la liaison au snARN 7SK (He et al., 2008). Néanmoins, d’autres études ont montré que in 
vitro la délétion de la région carboxy-terminale de la  protéine LARP7 ou des mutations 
ponctuelles au sein de cette région n’affectent pas significativement la liaison de LARP7 au 
snARN 7SK (Barboric et al., 2009; Markert et al., 2008). Il est donc probable que in vivo, la 
région carboxy-terminale de LARP7 soit indispensable pour augmenter sa spécificité de 
liaison au snARN 7SK et limiter sa liaison à d’autres ARN possédant une extrémité 3’-UUU-
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OH. Par ailleurs, le motif RRM1 de LARP7 semble également impliqué dans sa spécificité de 
liaison au snARN 7SK. En effet, un remplacement du motif RRM1 de LARP7 par le motif 
RRM1 de hLa entraîne une diminution significative de sa liaison au snARN 7SK et de la 
formation de la snRNP 7SK in vivo (He et al., 2008).  
En se liant à son extrémité 3’-UUU-OH, la protéine LARP7 stabilise le snARN 7SK en le 
protégeant contre la dégradation par des exonucléases. Ainsi, la diminution de la quantité de 
LARP7 par ARNi entraîne une diminution des niveaux de snARN 7SK, qui résulte en une 
diminution des niveaux de snRNP 7SK contenant P-TEFb (He et al., 2008; Krueger et al., 
2008). Cela entraîne une augmentation faible mais significative des niveaux de P-TEFb libre 
dans les cellules (Krueger et al., 2008), causant une augmentation de la transcription 
dépendante de P-TEFb (Krueger et al., 2008; Markert et al., 2008) avec des effets biologiques 
conséquents (He et al., 2008), comme nous le verrons dans le chapitre IV. 
Par ailleurs, LARP7 faisant partie de la snRNP 7SK contenant P-TEFb, elle interagit avec 
HEXIM, P-TEFb et MePCE. Or, l’interaction de LARP7 avec HEXIM et P-TEFb semble 
principalement médiée par le snARN 7SK. En effet, la dégradation du snARN 7SK par un 
traitement à la RNase A abolit l’interaction de LARP7 avec P-TEFb et HEXIM (Barboric et 
al., 2009; He et al., 2008; Markert et al., 2008; Xue et al., 2010) mais n’affecte pas son 
interaction avec MePCE (Barboric et al., 2009; Xue et al., 2010). Le snARN 7SK est donc 
requis pour l’interaction stable entre LARP7, P-TEFb et HEXIM au sein de la snRNP 7SK. 
Néanmoins, des analyses d’interactions in vitro menées avec des protéines recombinantes ont 
montré une interaction directe de CDK9 et HEXIM1 avec LARP7 (Markert et al., 2008). De 
plus, la région carboxy-terminale de LARP7 est suffisante pour lier CDK9 in vitro. Ainsi, des 
interactions protéine-protéine contribuent probablement à maintenir la stabilité de la snRNP 
7SK contenant P-TEFb, bien que la liaison de LARP7 à cette snRNP soit principalement 
médiée par sa liaison au snARN 7SK.  
Par ailleurs, au sein de la snRNP 7SK, il existe donc une interaction stable, indépendante du 
snARN 7SK entre LARP7 et MePCE. Or, LARP7 inhibe l’activité catalytique de MePCE. En 
effet, il a été montré qu’une fois liée à LARP7, MePCE n’est plus capable de coiffer un ARN 
7SK recombinant (Xue et al., 2010). L’inhibition de l’activité de MePCE par LARP7 pourrait 
être dûe à l’occupation de son site catalytique par certains résidus de LARP7 lorsque les deux 
protéines s’associent au sein de la snRNP 7SK. En effet, la mutation de trois résidus très 
conservés au sein du site catalytique de MePCE, abolissant complètement son activité 
catalytique, réduit significativement l’interaction entre LARP7 et MePCE. Il est possible que 
cette mutation au niveau du site catalytique de MePCE abolisse un point de contact important 
entre les deux protéines (Xue et al., 2010).     
I-5) La protéine MePCE 
Précedement appelée BCDIN3 (pour Bicoid-interacting 3, homologue [Drosophila]), MePCE 
(pour methylphosphate capping enzyme) est une protéine de 74 kDa qui contient 689 acides 
aminés (Jeronimo et al., 2007). Cette protéine, qui a tout d’abord été identifiée comme une 
protéine associée à P-TEFb, est une méthyltransférase S-adénosylméthionine-dépendante qui 
ajoute un monométhyle sur le phosphate en position γ du premier nucléotide à l’extrémité 5’ 
du snARN 7SK (Jeronimo et al., 2007). MePCE est essentielle pour la stabilité du snARN 
7SK. En effet, in vivo, une diminution de la quantité de MePCE par ARNi entraîne une 
diminution des niveaux de snARN 7SK cellulaire (Barboric et al., 2009; Jeronimo et al., 
2007; Xue et al., 2010), causant une réduction des niveaux de snRNP 7SK contenant P-TEFb 
et donc une augmentation des niveaux de P-TEFb libre (Barboric et al., 2009). Cela entraîne 
une stimulation de la transcription d’un gène rapporteur (Barboric et al., 2009). MePCE 
Figure 27 : MePCE est une méthyltransférase conservée (d’après Jeronimo et al, 2007) 
A) Représentation linéaire de MePCE avec ses domaine ARN méthylase et Bin3. 
B) Conservation de la protéine MePCE au cours de l’évolution. Représentation schématique 
de la protéine MePCE humaine et de ses homologues. Les régions conservées contenant les 
motifs méthyltransférases sont indiquées.   
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interagit également avec le snARN U6 mais une diminution de la quantité de MePCE par 
ARNi ne semble pas affecter la stabilité du snARN U6 (Jeronimo et al., 2007).  
Tout comme LARP7, MePCE est stablement associée au snARN 7SK. En effet, dans des 
cellules soumises à divers stress cellulaires, tels que les UV, l’actinomycine D ou encore le 
DRB, tous induisant le désassemblage de la snRNP 7SK, HEXIM et P-TEFb se dissocient 
efficacement de MePCE. En revanche, dans ces mêmes conditions, MePCE reste stablement 
associée à LARP7 et au snARN 7SK (Barboric et al., 2009; Xue et al., 2010).  
Des protéines homologues à MePCE ont été identifiées chez des métazoaires, des plantes et 
des eucaryotes inférieurs (figure 27). La plus forte homologie entre MePCE et ses 
homologues est présente dans leur région carboxy-terminale, qui contient les motifs conservés 
ARN méthylase et Bin3 (Jeronimo et al., 2007). Or, le motif conservé Bin3 est essentiel pour 
l’assemblage de la snRNP 7SK « cœur » (Barboric et al., 2009). 
MePCE faisant partie de la snRNP 7SK, elle interagit avec HEXIM, P-TEFb et LARP7. Or, 
l’interaction de MePCE avec HEXIM et P-TEFb semble principalement dépendante du 
snARN 7SK, alors que son interaction avec LARP7 est indépendante du snARN 7SK. En 
effet, un traitement à la RNase A abolit l’interaction de MePCE avec HEXIM et P-TEFb 
(Barboric et al., 2009; Xue et al., 2010). Malgré tout, même si le complexe LARP7-MePCE 
déjà assemblé au sein de la snRNP 7SK « cœur » est stable, l’assemblage de ce complexe est 
médié par le snARN 7SK. En effet, le traitement à la RNase d’extraits obtenus à partir de 
cellules exprimant stablement une version étiquetée de MePCE, avant leur incubation avec 
une protéine LARP7 recombinante, abolit l’interaction entre ces deux protéines (Barboric et 
al., 2009).   
Par ailleurs, le snARN 7SK est coiffé par la protéine MePCE non associée à LARP7, 
probablement de façon co-transcriptionnelle, avant sa séquestration au sein de la snRNP 7SK. 
En effet, le snARN 7SK associé au sein de la snRNP 7SK contenant P-TEFb semble être déjà 
coiffé (Xue et al., 2010). De plus, en interagissant avec LARP7 au sein de la snRNP 7SK, 
MePCE perd son activité d’ajout de la coiffe, probablement à cause de l’occlusion de son site 
catalytique par LARP7 (Xue et al., 2010). Or, MePCE est la méthyltransférase prédominante, 
sinon la seule, impliquée dans l’ajout de la coiffe au snARN 7SK in vivo (Xue et al., 2010). Il 
semble que l’ajout de la coiffe au snARN 7SK soit entièrement réalisé par les protéines 
MePCE non associées à LARP7, qui représentent environ 50% des protéines MePCE 
cellulaires (Xue et al., 2010). Quant aux protéines MePCE associées au sein des snRNP 7SK, 
malgré leur absence d’activité catalytique, elles stimulent la liaison de LARP7 au snARN 
7SK et coopèrent avec LARP7 pour permettre la formation de la snRNP 7SK « cœur » (Xue 
et al., 2010). 
II) Les différentes RNP 7SK  
Comme nous l’avons vu, dans des cellules en phase exponentielle de croissance, environ 50% 
des complexes P-TEFb nucléaires sont séquestrés au sein de la snRNP 7SK. Toutefois, le 
snARN 7SK est un ARN non codant très abondant, avec environ 2.105 molécules par cellule. 
Ainsi, seulement 30% à 50% des molécules de snARN 7SK nucléaires sont associées au sein 
des snRNP 7SK/HEXIM/P-TEFb (Barrandon et al., 2007; Yik et al., 2003). Cela suggère que 
la majeure partie des molécules de snARN 7SK interagit avec d’autres protéines au sein 
d’autres snRNP. Aussi, au cours des cinq dernières années, plusieurs nouveaux partenaires du 
snARN 7SK ont été identifés, impliquant cet ARN dans de nouvelles fonctions cellulaires. Il 
est possible que d’autres partenaires du snARN 7SK restent à découvrir étant donné 
l’abondance de ce snARN.  
Figure 28 : Modèle de régulation du niveau de P-TEFb actif par le remodelage 
dynamique et réversible des snRNP 7SK (d’après Van Herreweghe et al, 2007) 
Dans les cellules HeLa en phase de croissance exponentielle, environ 50% des complexes P-
TEFb sont séquestrés au sein de la snRNP 7SK, tandis que l’autre moitié est associée à la 
protéine Brd4 qui recrute P-TEFb au niveau de nombreux gènes. L’inhibition de la 
transcription par un traitement à l’actinomycine D ou au DRB induit la dissociation de P-
TEFb et HEXIM de la snRNP 7SK « cœur », constituée du snARN 7SK et des protéines 
LARP7 et MePCE. La protéine RHA et les hnRNP A1, A2/B1, R, Q et K (qui n’est pas 
représentée sur ce schéma) se lient alors à la snRNP 7SK « cœur ».  
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Parmi les nouveaux partenaires du snARN 7SK, les premiers à avoir été découverts sont les 
hnRNP A1, hnRNP A2 (Barrandon et al., 2007; Van Herreweghe et al., 2007), hnRNP R, 
hnRNP Q, (Barrandon et al., 2007; Hogg and Collins, 2007; Van Herreweghe et al., 2007), 
l’ARN hélicase A (Van Herreweghe et al., 2007), hnRNP K, hnRNP H, la protéine CSDA et 
une protéine nommée C9orf10/ossa (Hogg and Collins, 2007). Par la suite, deux autres 
protéines, HMGA1 (Eilebrecht et al., 2011a; Eilebrecht et al., 2011b; Eilebrecht et al., 2011c) 
et Ars2 (Gruber et al., 2012) ont été identifiées comme associées au snARN 7SK.  
II-1) Les snRNP 7SK/hnRNP 
Les protéines hnRNP A1, A2, R, Q, K et la protéine RHA s’associent au snARN 7SK dans 
des cellules en phase exponentielle de croissance. Les protéines hnRNP A1 et A2 se lient 
spécifiquement et exclusivement à la troisième tige-boucle du snARN 7SK, tandis que la 
liaison des protéines hnRNP Q et R nécessite des éléments situés et dans la première tige-
boucle située à l’extrémité 5’ et dans la troisième tige-boucle du snARN 7SK (Van 
Herreweghe et al., 2007). Il a été montré que seule une petite fraction des molécules de 
snARN 7SK s’associe à ces nouveaux partenaires. En effet, environ 5% des molécules de 
snARN 7SK s’associent à la hnRNP A1, et environ 1% s’associent aux hnRNP Q/R 
(Barrandon et al., 2007). Néanmoins, contrairement à P-TEFb et HEXIM, ces protéines ne se 
dissocient pas du snARN 7SK en conditions d’inhibition de la transcription (Barrandon et al., 
2007; Hogg and Collins, 2007; Van Herreweghe et al., 2007). Au contraire, lorsque la snRNP 
7SK/HEXIM/P-TEFb se désassemble, les niveaux de snRNP 7SK contenant les protéines 
RHA, hnRNP A1, A2/B1, R, Q et K augmentent (figure 28) (Barrandon et al., 2007; Hogg 
and Collins, 2007; Van Herreweghe et al., 2007). De façon importante, l’arrêt du traitement 
avec des agents induisant un stress transcriptionnel, entraîne un retour à la normale des 
niveaux de snRNP 7SK/HEXIM/P-TEFb et de snRNP 7SK/hnRNP (Barrandon et al., 2007; 
Van Herreweghe et al., 2007). Cela indique que les snRNP 7SK subissent des remodelages 
dynamiques et réversibles en réponse à une inhibition de la transcription. Il semble donc qu’il 
existe un équilibre fonctionnel dynamique entre les snRNP 7SK/HEXIM/P-TEFb et 
7SK/hnRNP, finement régulé en fonction des besoins transcriptionnels de la cellule. Ainsi, 
l’inhibition de la transcription déplace cet équilibre vers la snRNP 7SK/hnRNP, entraînant 
une augmentation des niveaux de P-TEFb libre actif. Par ailleurs, la liaison des protéines 
hnRNP au snARN 7SK semble essentielle à la libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK 
(Barrandon et al., 2007; Van Herreweghe et al., 2007).  
II-2) Les nouveaux partenaires du snARN 7SK 
Récemment, il a été montré qu’une fraction des molécules de snARN 7SK est associée à 
HMGA1 (Eilebrecht et al., 2011c). Les protéines HMGA sont des facteurs de transcription 
qui régulent positivement et négativement la transcription de divers gènes. Ces facteurs de 
transcription n’ont pas la capacité d’activer la transcription de manière directe. Ils régulent 
l’expression des gènes en modifiant la conformation de l’ADN en se liant à des régions de 
l’ADN riches en A/T et/ou en interagissant directement avec divers facteurs de transcription. 
De cette façon, les protéines HMGA influencent un large éventail de processus biologiques 
incluant la croissance, la prolifération, la différenciation, et la mort cellulaire (Cleynen and 
Van de Ven, 2008). En entrant en compétition avec l’ADN double brin pour la liaison à 
HMGA1, le snARN 7SK régule négativement son activité. L’interaction du snARN 7SK avec 
HMGA1 est médiée par la deuxième tige-boucle de l’ARN qui n’est pas impliquée dans la 
formation de la snRNP 7SK/HEXIM/P-TEFb (Eilebrecht et al., 2011c). Ainsi, la 
surexpression dans des cellules en culture de la deuxième tige-boucle du snARN 7SK affecte 
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l’expression de gènes régulés par HMGA1 mais n’affecte pas l’expression des gènes régulés 
par P-TEFb (Eilebrecht et al., 2011c). Néanmoins, il a été montré que HMGA1 et P-TEFb 
coopèrent pour activer la transcription de certains gènes cibles. Ainsi, l’existence de 
complexes contenant simultanément le snARN 7SK, P-TEFb et HMGA1 a été mise en 
évidence (Eilebrecht et al., 2011b). Ces études suggèrent donc un nouveau rôle pour le 
snARN 7SK dans la régulation de l’initiation de la transcription. 
Par ailleurs, la surexpression de la deuxième tige-boucle du snARN 7SK affecte également 
l’expression d’un petit groupe de gènes non régulés par HMGA1 ou P-TEFb, suggérant que 
d’autres facteurs pourraient se lier à cette structure du snARN 7SK (Eilebrecht et al., 2011a). 
Enfin, il a récemment été montré que la protéine Ars2 interagit avec le snARN 7SK. Comme 
pour les protéines hnRNP, cette interaction entre le snARN 7SK et Ars2 augmente lorsque la 
snRNP 7SK/HEXIM/P-TEFb est désassemblée par un traitement avec de faibles 
concentrations d’un inhibiteur de la transcription (Gruber et al., 2012). Ars2 est une protéine 
appartenant au complexe nucléaire de liaison à la coiffe (ou CBC pour Cap Binding Complex) 
qui se lie à la coiffe 7-méthylguanosine des ARN synthétisés par l’ARN pol II. Ars2 favorise 
la maturation de l’extrémité 3’ des ARNm des histones réplication-dépendantes. Les CBC 
contenant Ars2 sont donc des contributeurs fondamentaux de la régulation du clivage de 
l’extrémité 3’ des ARNm des histones réplication-dépendantes. Or, le snARN 7SK, en 
s’associant avec Ars2, régule négativement sa capacité à contribuer à la maturation de 
l’extrémité 3’ des ARNm d’histones (Gruber et al., 2012). Cette étude suggère donc un 
nouveau rôle pour le snARN 7SK dans la régulation de la formation de l’extrémité 3’ des 






























































































































 ribonucleoproteins) [12, 13]. Ce mécanisme de régula-
tion consiste donc à moduler la quantité de P-TEFb dis-
ponible pour activer la transcription. La forme inactive 
peut ainsi être considérée comme un réservoir cellulaire 
de P-TEFb, mobilisable à tout moment par la cellule. 
L’équilibre dynamique entre les formes active et inactive 
de P-TEFb permet d’adapter finement le taux de P-TEFb 
disponible en fonction des besoins transcriptionnels de 
la cellule. Tout dysfonctionnement ou stimulus capable 
de modifier cet équilibre peut profondément perturber 
l’activité physiologique de la cellule. La dérégulation de 
l’activité de P-TEFb peut, en effet, conduire à d’impor-
tantes modifications de l’expression génique, et être à 
l’origine de pathologies graves. La RNP 7SK « cœur » et 
les protéines HEXIM ont d’ailleurs un rôle désormais bien 
établi dans des pathologies telles que l’hypertrophie car-
diaque, le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) 
ou certains cancers, ce qui souligne l’importance de ce 
système de régulation de l’activité de P-TEFb.
structure en tige/boucle située à l’extrémité 5’ de l’ARN 7SK [10]. La 
liaison à l’ARN 7SK entraîne un changement conformationnel des pro-
téines HEXIM leur permettant d’interagir avec la cycline T1 [11]. P-TEFb 
se retrouve alors séquestré dans un complexe ribonucléoprotéique au 
sein duquel l’activité kinase de CDK9 est inhibée. Dans les cellules HeLa, 
environ 50 % de P-TEFb est maintenu sous forme inactive, associé à la 
RNP 7SK/HEXIM [4]. Deux populations de P-TEFb coexistent donc dans la 
cellule : la forme libre et active capable de stimuler la transcription, et 
la forme inactive séquestrée par l’ARN 7SK (Figure 1). La forme libre de 
P-TEFb est recrutée au niveau des gènes transcrits par divers facteurs de 
transcription tels que Brd4, NF-kB, c-Myc ou MyoD [1].
L’association d’HEXIM et de P-TEFb à la RNP 7SK « cœur » est dyna-
mique et réversible, et peut être modulée par les conditions envi-
ronnementales [4, 5]. Par exemple, l’inhibition de la transcription 
induit la dissociation du complexe P-TEFb/7SK/HEXIM, permettant 
une rapide augmentation de la quantité de molécules P-TEFb actives 
et disponibles pour la transcription par l’ARN pol II. Pour empêcher 
sa réassociation avec HEXIM et P-TEFb, l’ARN 7SK libéré est, quant 
à lui, titré par des protéines de type hnRNP (heterogeneous nuclear 
Figure 1. Contrôle de l’activité de P-TEFb et élongation de la transcription. P-TEFb existe sous deux formes en équilibre dynamique dans les cellules 
humaines. Une fraction de P-TEFb est inactivée par l’ARN 7SK et l’autre fraction est sous forme libre et active. La forme active est recrutée au niveau de 
l’ARN pol II au sein du super elongation complex (SEC) pour lever la pause transcriptionnelle imposée par les facteurs négatifs d’élongation DSIF et NELF. 



































 202 m/s n° 2, vol. 28, février 2012
Dérégulation de l’activité de P-TEFb et hypertrophie cardiaque
L’hypertrophie cardiaque se caractérise par un élargissement global 
de la taille des cardiomyocytes à la suite d’une augmentation des 
taux d’ARN et de protéines cellulaires. Cette réponse représente nor-
malement une adaptation physiologique à un travail accru du cœur, 
mais expose, lorsqu’elle persiste, à un risque élevé de défaillance 
cardiaque. Les études qui portent sur les mécanismes moléculaires 
à l’origine de la maladie chez l’homme soulignent l’importance de la 
régulation de l’activité de P-TEFb par la RNP 7SK/HEXIM dans les car-
diomyocytes [14]. Divers signaux hypertrophiques, certains facteurs 
de croissance ou un stress mécanique sévère, activent des voies de 
signalisation qui influencent directement l’équilibre entre les formes 
active et inactive de P-TEFb. Ces signaux hypertrophiques induisent la 
dissociation du complexe inactif, augmentant le taux de P-TEFb actif 
dans des cellules où l’activité de CDK9 est normalement limitante. 
L’activation de P-TEFb stimule alors la transcription par l’ARN pol II, 
entraînant l’augmentation du taux d’ARNm et de protéines cellulaires. 
En accord avec une stimulation de l’élongation de la transcription, 
le niveau de phosphorylation du CTD, et notamment celui de la Ser2, 
augmente dans les conditions de stress hypertrophique.
Le contrôle de la disponibilité de P-TEFb est donc un mécanisme essen-
tiel pour la fonction et le développement des cardiomyocytes. Chez la 
souris, l’activation aberrante de P-TEFb engendre, comme chez l’homme, 
des manifestations d’hypertrophie cardiaque. Par exemple, la délétion 
génétique de CLP-1, l’homologue murin d’HEXIM1, entraîne une léta-
lité embryonnaire qu’explique un élargissement pathologique du cœur 
mimant les caractéristiques de l’hypertrophie cardiaque [15]. De la 
même façon, l’inactivation de l’ARN 7SK par ARN interférence dans les 
cardiomyocytes induit une activation de CDK9, suffisante pour induire 
une croissance anormale de ces cellules. Au-delà de l’élargissement 
des cellules, l’activation constitutive de CDK9 aboutit également à un 
dysfonctionnement des mitochondries [14] qui entraîne l’apoptose des 
myocytes et prédispose à la défaillance cardiaque. 
Dans les cardiomyocytes, la régulation de P-TEFb par la RNP 7SK/HEXIM 
permet de limiter l’activité de CDK9. Les signaux hypertrophiques per-
turbent l’équilibre entre forme active et inactive de P-TEFb et font de 
l’hypertrophie cardiaque un modèle physiopathologique idéal pour 
étudier le système de régulation de P-TEFb. L’étude approfondie des 
cascades de signalisation activées par les signaux hypertrophiques, 
et notamment celles qui sont dépendantes du calcium (calcineurine) 
et JAK/STAT [14], pourrait permettre de mieux comprendre les méca-
nismes moléculaires qui régissent la séquestration de P-TEFb par la 
RNP 7SK/HEXIM. 
Le système de régulation de P-TEFb, cible du VIH-1
Comme tous les rétrovirus, le virus de l’immunodéficience humaine de 
type 1 (VIH-1) intègre son génome dans celui de la cellule infectée 
afin de se répliquer. L’expression des gènes viraux est alors  contrôlée 
par la machinerie transcriptionnelle de la cellule hôte. La transcrip-
tion basale à partir du promoteur LTR (long terminal repeat) du VIH 
est inefficace, car la progression de l’ARN pol II sur le 
génome viral est bloquée par les N-TEF peu après l’ini-
tiation. La transcription est activée par une protéine 
virale appelée Tat, qui facilite le passage vers une élon-
gation productive [16]. Pour cela, Tat recrute P-TEFb au 
niveau de l’ARN pol II bloquée en formant un complexe 
stable avec la cycline T1 et une structure en tige/boucle 
appelée TAR (trans-acting response element), formée 
à l’extrémité 5’ de l’ARNm viral naissant [17]. P-TEFb 
peut ensuite stimuler la reprise de la transcription et la 
production de transcrits pleine-taille. Il a récemment 
été montré que le complexe P-TEFb recruté au niveau 
de l’ARN TAR est associé aux autres protéines du super 
elongation complex (SEC) [3, 18-20]. L’association de 
Tat avec le SEC permet donc le recrutement simultané 
de plusieurs facteurs d’élongation au niveau du pro-
moteur viral. 
L’activité kinase de CDK9 est essentielle et limitante 
pour la transcription des gènes viraux, qui semble plus 
sensible à la disponibilité de P-TEFb que les promoteurs 
cellulaires [21]. Ainsi, tous les inhibiteurs de P-TEFb 
identifiés à ce jour inhibent efficacement la réplication 
du virus. Un taux restreint de P-TEFb actif, associé à la 
mise en place d’une structure chromatinienne restric-
tive au niveau du promoteur LTR, semble être à l’ori-
gine de l’établissement de la latence du virus dans les 
 cellules T CD4+ primaires [22]. 
Dans les cellules dans lesquelles le VIH se réplique, 
l’équilibre entre les formes active et inactive de P-TEFb 
est modifié. En effet, la protéine Tat, même en  l’absence 
d’autres protéines et ARN viraux, est capable de libérer 
la fraction de P-TEFb séquestrée dans la RNP 7SK/HEXIM, 
entraînant ainsi une augmentation significative du taux 
de P-TEFb libre dans la cellule [23, 24]. Comment le VIH, 
via la protéine Tat, détourne-t-il le système de régula-
tion de P-TEFb endogène ? Deux cibles principales de Tat 
ont été identifiées : l’ARN 7SK et la cycline T1. Tat se lie 
à l’ARN 7SK au niveau du site de liaison d’HEXIM [25], 
créant une compétition entre ces deux protéines pour la 
liaison à l’ARN 7SK [24, 25]. La détection d’un complexe 
contenant Tat, l’ARN 7SK, P-TEFb mais pas HEXIM, suggère 
que Tat peut, au moins transitoirement, remplacer HEXIM 
au sein de la RNP 7SK/P-TEFb (Figure 2) [20]. De plus, 
Tat interagit directement avec la cycline T1 et entre en 
compétition avec HEXIM pour la liaison à P-TEFb [20, 
23]. La plus forte affinité de Tat pour la cycline T1 bloque 
l’interaction entre HEXIM1 et P-TEFb [15, 23], empêchant 
ainsi la séquestration de P-TEFb au sein de la RNP 7SK/
HEXIM. Une autre étude suggère que Tat s’associe égale-
ment avec la forme inactive de P-TEFb. Ce complexe est 
alors recruté au promoteur du VIH avant l’initiation de 
la transcription, via son association avec le complexe de 








P-TEFb et cancer 
L’équilibre entre les formes active et inactive de P-TEFb 
est adapté à l’état de croissance et de différenciation 
de la cellule [1]. Une modification de cet équilibre peut 
engendrer d’importantes perturbations de l’expres-
sion génique, pouvant entraîner une prolifération non 
contrôlée des cellules. Ainsi, un niveau élevé de P-TEFb 
a été mis en évidence dans différents types de tumeurs 
[27]. Par ailleurs, une surexpression de la cycline T1 
peut induire la transformation de cellules in vitro et 
une accélération du développement de tumeurs chez la 
souris, soulignant le rôle oncogénique de P-TEFb [27].
L’activation de P-TEFb peut également résulter d’une 
dérégulation ou d’une mutation affectant l’un des 
constituants de la RNP 7SK/HEXIM ou son intégrité. Une 
pré-initiation, de manière indépendante de l’ARN TAR (Figure 2). Après 
l’initiation, l’ARN TAR naissant permettrait la dissociation de la RNP 7SK/
HEXIM [26]. Le site de liaison de Tat à l’ARN TAR étant structurellement 
identique à celui présent dans l’ARN 7SK [25], une compétition entre 
les deux ARN pour la liaison de Tat pourrait donc induire l’activation 
de P-TEFb. Malgré tout, le niveau de la RNP 7SK/HEXIM détecté sur le 
promoteur LTR est très faible et ne peut pas expliquer le taux élevé de 
P-TEFb observé lors de la transactivation par Tat. Il est par conséquent 
probable que les deux mécanismes qui recrutent P-TEFb fonctionnent en 
synergie pour activer la transcription des gènes viraux.
La protéine Tat joue donc un double rôle dans l’activation transcriptionnelle 
des gènes viraux. D’une part, elle recrute le SEC au niveau de la machinerie 
transcriptionnelle via l’ARN TAR. D’autre part, elle modifie le taux intracel-
lulaire de P-TEFb actif en perturbant son  système de  régulation endogène, 
de façon à obtenir la concentration en P-TEFb nécessaire à la transcription 







































Figure 2. Libération de la fraction inactive de P-TEFb par la protéine virale Tat. Tat lie l’ARN 7SK au niveau du site de liaison d’HEXIM1 et remplace 
HEXIM1 au sein d’un complexe contenant P-TEFb et la RNP 7SK « cœur ». Après relargage de P-TEFb, une autre protéine Tat s’associe à la cycline T1 et 
recrute P-TEFb au niveau des gènes viraux, via la liaison à l’ARN TAR. Au sein du SEC, P-TEFb active la transcription du génome viral. La forme inactive 
de P-TEFb peut également être recrutée par Tat directement au niveau du promoteur LTR. 
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diminution de l’expression d’HEXIM1 a ainsi été observée dans les can-
cers du sein par rapport aux niveaux observés dans des tissus mam-
maires sains [15]. En effet, dans les cellules mammaires, la surex-
pression d’HEXIM1 bloque le recrutement de P-TEFb et du récepteur aux 
œstrogènes a (REa) sur le promoteur de ses gènes cibles, impliqués 
dans la prolifération cellulaire et l’apoptose. HEXIM1 inhibe donc 
l’expression de ces gènes, limitant ainsi la prolifération des cellules 
mammaires [28]. La présence d’HEXIM1 au niveau des promoteurs 
des gènes cibles du REa est d’ailleurs un élément clé de la réponse au 
tamoxifène, un antagoniste du récepteur des œstrogènes utilisé dans 
le traitement des cancers du sein œstrogéno-dépendants [29]. 
La protéine LARP7, quant à elle, assure l’intégrité des RNP 7SK en 
stabilisant l’ARN 7SK. La déplétion de LARP7 entraîne celle de l’ARN 
7SK, avec pour conséquence une augmentation du niveau de P-TEFb 
actif dans les cellules [7]. Chez l’homme, des mutations dans la partie 
carboxy-terminale de LARP7, identifiées dans des tumeurs gastriques, 
abolissent son interaction avec l’ARN 7SK et affectent l’intégrité de 
la RNP 7SK/HEXIM/P-TEFb [7]. De la même façon, la déplétion de 
LARP7 dans des cellules épithéliales mammaires en culture entraîne 
leur transformation, un processus qui requiert la hausse d’activité 
de P-TEFb [7]. La diminution de l’expression de LARP7 semble éga-
lement être un bon marqueur prédictif de la présence de métastases 
ganglionnaires à un stade tumoral précoce [30]. L’activation de 
P-TEFb, qui résulte d’une déstabilisation de la RNP 7SK/HEXIM/P-TEFb, 
 pourrait donc jouer un rôle important dans la  prolifération et l’agres-
sivité des cellules cancéreuses.
Par ailleurs, trois sous-unités du SEC ont été identifiées 
comme partenaires de translocation de la protéine 
MLL (mixed lineage leukemia) [31]. Ces protéines, 
lorsqu’elles sont fusionnées au domaine de liaison à 
l’ADN de MLL, recrutent le SEC au niveau des gènes 
cibles de MLL et modifient leur expression. Il peut en 
résulter une prolifération non contrôlée des progéni-
teurs hématopoïétiques et une transformation leucé-
mique. La présence de P-TEFb au sein du SEC avec les 
partenaires de translocation de la protéine MLL est un 
argument en faveur de son implication dans le déve-
loppement des leucémies infantiles. Ainsi, l’efficacité 
thérapeutique du flavopiridol, un composé antiprolifé-
ratif qui cible spécifiquement l’activité de CDK9 dans 
certaines leucémies, est actuellement testée dans des 
essais cliniques. Le contrôle du système de régulation 
endogène de P-TEFb pourrait donc représenter une 
solution alternative pour l’élaboration de nouvelles 
drogues anticancéreuses. 
Conclusion
La découverte de la fonction cellulaire de l’ARN 7SK, 
en 2001, a constitué une avancée significative dans la 
compréhension des mécanismes moléculaires contrô-
lant l’activité de P-TEFb dans les cellules humaines. 
Les recherches entreprises depuis 10 ans ont per-
mis de mieux caractériser la RNP 
7SK/HEXIM et son mode d’action. 
Ainsi, certains stress, certaines pro-
téines ou molécules qui modifient le 
taux de P-TEFb actif en perturbant 
son système de régulation par la 
RNP 7SK/HEXIM ont été identifiés 
(Figure 3). De nombreuses ques-
tions restent toutefois en suspens. 
Quels mécanismes régissent l’équi-
libre dynamique entre les formes 
active et inactive de P-TEFb ? 
Quelles cascades de signalisation 
libèrent P-TEFb de la RNP 7SK/HEXIM 
dans le cas de l’hypertrophie car-
diaque ? Serait-il possible de blo-
quer ou limiter la réplication du 
VIH en empêchant la dissociation 
de la RNP 7SK/HEXIM/P-TEFb ? Quel 
rôle joue la RNP 7SK/HEXIM dans 
l’établissement de la latence du 
VIH ?  Les études qui portent sur ces 
 pathologies ont déjà contribué à la 
découverte de P-TEFb et de son sys-
tème de régulation. Elles pourraient 
Figure 3. Équilibre dynamique entre les formes active et inactive de P-TEFb. Un stress transcriptionnel, 
l’infection par le VIH ou des signaux hypertrophiques peuvent induire la dissociation de la RNP 7SK/
HEXIM et libérer la forme active de P-TEFb. L’équilibre peut également être déplacé vers la forme 
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désormais ouvrir de nouvelles perspectives dans le développement 
d’approches thérapeutiques visant à cibler  spécifiquement l’activité 
kinase de P-TEFb. ‡
SUMMARY
Misregulation of P-TEFb activity: pathological consequences
P-TEFb stimulates transcription elongation by phosphorylating the 
carboxy-terminal domain of RNA pol II and antagonizing the effects of 
negative elongation factors. Its cellular availability is controlled by an 
abundant non coding RNA, conserved through evolution, the 7SK RNA. 
Together with the HEXIM proteins, 7SK RNA associates with and seques-
ters a fraction of cellular P-TEFb into a catalytically inactive complex. 
Active and inactive forms of P-TEFb are kept in a functional and dyna-
mic equilibrium tightly linked to the transcriptional requirement of 
the cell. Importantly, cardiac hypertrophy and development of various 
types of human malignancies have been associated with increased 
P-TEFb activity, consequence of a disruption of this regulatory equili-
brium. In addition, the HIV-1 Tat protein also releases P-TEFb from the 
7SK/HEXIM complex during viral infection to promote viral transcription 
and replication. Here, we review the roles played by the 7SK RNP in can-
cer development, cardiac hypertrophy and AIDS. ‡
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Figure 29 : Recrutement de P-TEFb par la protéine Tat du VIH-1 (tiré de Ott et al, 
2011) 
La protéine Tat du VIH-1 recrute le complexe P-TEFb constitué de la kinase CDK9 et de la 
CycT1 au niveau de l’ARN TAR, une structure en tige-boucle formée à l’extrémité 5’ du 
transcrit viral naissant. P-TEFb active alors l’élongation de la transcription du génome viral 
en phosphorylant le CTD de l’ARN pol II ainsi que les facteurs négatifs d’élongation de la 
transcription DSIF et NELF.  
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Chapitre V : La transcription du génome du VIH-1 
Comme nous l’avons vu, P-TEFb est un facteur de transcription général dont l’activité est 
essentielle pour une transcription efficace de nombreux gènes par l’ARN pol II. Or, en plus de 
son implication dans la transcription de nombreux gènes cellulaires, P-TEFb est également un 
facteur essentiel pour la transcription du génome du Virus de l’Immunodéficience Humaine 
de type 1 (VIH-1). 
Le VIH-1, qui est un virus de la famille des rétrovirus et du genre lentivirus, infecte les 
lymphocytes T CD4+ et les macrophages humains. Ce virus cause le Syndrome 
d’Immunodéficience Acquise (SIDA), un état dans lequel un affaiblissement progressif du 
système immunitaire entraîne le développement d’infections opportunistes et de cancers. 
Comme tous les rétrovirus, le VIH-1 possède un génome ARN qui est réverse-transcrit en 
ADN et s’intégre ensuite au génome de la cellule hôte. Le cycle biologique du virus se 
poursuit par la transcription du provirus intégré, étape qui reconstitue tant l’ARN génomique 
viral, que les ARNm dirigeant la synthèse des protéines virales. Le provirus intégré 
fonctionne comme un gène de la cellule hôte et est transcrit par l’ARN pol II cellulaire. Aussi, 
comme pour de nombreux gènes cellulaires transcrits par l’ARN pol II, la transcription du 
génome proviral intégré est régulée principalement à l’étape d’élongation. En effet, la 
transcription basale des gènes du VIH-1 est très inefficace, avec la majorité des évènements 
d’initiation de la transcription par l’ARN pol II se terminant en élongation abortive 
(Marciniak and Sharp, 1991). Or, la transcription du provirus est cruciale pour la réplication 
du VIH-1. 
Aussi, la protéine Tat (pour Transactivator of Transcription), codée par le génome du VIH-1, 
stimule la transition d’une élongation abortive vers une élongation productive. En l’absence 
de Tat, il a été montré que l’ARN pol II initie efficacement la transcription à partir du 
promoteur LTR (pour Long Terminal Repeat) du VIH-1 mais, entre ensuite rapidement en 
pause, ne produisant que de courts transcrits viraux. Tat stimule l’élongation de la 
transcription du provirus en recrutant le complexe P-TEFb au niveau de l’élément de réponse 
à la transactivation, l’ARN TAR, une structure en tige-boucle très conservée qui se forme 
spontanément à l’extrémité 5’ de tous les ARN viraux naissants (des nucléotides +1 à +59).
Tat se lie directement à la CycT1 du complexe P-TEFb humain, qui, contrairement aux 
CycT2a et T2b, contient un motif de reconnaissance de TAR important pour la formation du 
complexe ternaire Tat/TAR/P-TEFb (Wei et al., 1998; Wimmer et al., 1999). L’interaction de 
Tat avec la CycT1 induit la liaison coopérative du complexe P-TEFb sur l’ARN TAR (Garber 
et al., 1998a; Wei et al., 1998). De plus, la CycT1 remodèle la structure de Tat pour 
augmenter son affinité pour l’ARN TAR et, ce dernier renforce l’interaction entre Tat et la 
CycT1 (Zhang et al., 2000). L’ARN TAR sert donc d’échafaudage pour l’assemblage du 
complexe stable Tat/TAR/P-TEFb qui requiert des interactions coopératives entre ses 
différents constituants (Richter et al., 2002). Le recrutement des complexes P-TEFb au niveau 
de l’ARN TAR positionne CDK9 à proximité de l’ARN pol II en pause. CDK9 peut alors 
phosphoryler ses cibles, la Ser2 du CTD de l’ARN pol II, NELF et DSIF (figure 29). L’ARN 
pol II libérée de cette pause transcriptionnelle entre en élongation productive et synthétise des 
transcrits viraux pleine taille, requis pour une réplication virale productive (Peterlin and Price, 
2006). Après l’identification de P-TEFb comme co-facteur de Tat, la question de l’existence 
d’autres facteurs délivrés par Tat au niveau du promoteur LTR du VIH-1 pour activer la 
transcription est longtemps restée sans réponse. Néanmoins, il est aujourd’hui établi que Tat 
recrute le SEC (voir chapitre III) au niveau du promoteur LTR du VIH-1 en interagissant avec 
TAR, permettant ainsi aux facteurs P-TEFb et ELL d’agir sur la même ARN pol II et 
Figure 30 : Recrutement du SEC par P-TEFb (tiré de Ott et al, 2011) 
La protéine Tat du VIH-1 recrute le SEC (Super Elongation Complex), un complexe 
contenant notamment P-TEFb et ELL, deux facteurs d’élongation, au niveau de l’ARN TAR. 
Tandis que P-TEFb phosphoryle ses substrats, ELL stimule la vitesse catalytique de l’ARN 
pol II, résultant en une activation synergique de l’élongation de la transcription du génome du 
VIH-1. Tat stabilise ELL et favorise ainsi la formation du SEC.     
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d’activer en synergie la transcription (He et al., 2010; Sobhian et al., 2010). De plus, Tat 
favorise la formation du SEC en stabilisant le facteur ELL (figure 30) (He et al., 2010).  
Malgré sa petite taille (8 à 11 kDa), la protéine Tat contient plusieurs régions fonctionnelles 
cruciales, conservées au cours de l’évolution entre les lentivirus (figure 31). Une séquence 
variable de 20 à 50 acides aminés à l’extrémité amino-terminale de Tat précède un segment 
caractéristique de seize acides aminés riche en cystéines qui contient jusqu’à sept cystéines et 
une histidine (acides aminés 22  à 37 de la protéine Tat du VIH-1). Du côté carboxy-terminal 
du segment riche en cystéines, se trouve la région « cœur », qui présente le plus fort degré de 
conservation entre les différentes protéines Tat. La région riche en cystéines et la région 
« cœur » amino-terminales forment le domaine de transactivation, qui est principalement 
impliqué dans la liaison à la CycT1 du complexe P-TEFb. Le motif riche en arginine voisin 
(ARM, acides aminés 49 à 57 de la protéine Tat du VIH-1) est essentiel pour réguler la liaison 
à l’ARN TAR, la localisation nucléaire de Tat et sa stabilité (Barboric and Peterlin, 2005). 
Des éléments spécifiques de l’ARN TAR sont nécessaires pour la formation du complexe 
Tat/TAR/P-TEFb. Au sein de l’ARN TAR du VIH-1, les nucléotides +19 à +43 constituent 
l’élément de réponse minimal nécessaire et suffisant pour la liaison de Tat. Cet élément forme 
une structure en tige-boucle avec, au sein de la tige, à quatre paires de nucléotides de la 
boucle apicale, une boucle latérale (ou bulge) riche en pyrimidines constituée de trois 
nucléotides (UCU). La boucle latérale UCU de l’ARN TAR est essentielle pour la liaison de 
la protéine Tat, tandis que la boucle apicale constituée de six nucléotides est essentielle pour 
la liaison de la CycT1 du complexe P-TEFb (figure 32). La composition de la boucle latérale 
et des paires de nucléotides formant le double brin d’ARN varient substantiellement entre les 
différentes espèces de lentivirus. Néanmoins, les protéines Tat des différentes espèces de 
lentivirus ont co-évolué avec leur élément TAR respectif (Anand et al., 2008).  
L’expression des gènes du VIH-1 se produit en deux phases. Après l’intégration du provirus 
au sein du génome de la cellule hôte, la transcription basale à partir du promoteur LTR, qui 
est très inefficace, doit dans un premier temps entraîner la synthèse d’une quantité faible 
d’ARNm pleine taille pour permettre la production de la protéine Tat. Pour ce premier cycle 
de transcription, qui se fait donc en l’absence de Tat, un autre facteur doit recruter le 
complexe P-TEFb. Or, comme nous l’avons vu dans le chapitre III, un groupe de facteurs 
généraux ou gène-spécifiques ont été identifiés comme interagissant avec P-TEFb et 
pourraient être impliqués dans son recrutement. Parmi ces facteurs, il semble que pour le 
premier cycle de transcription du génome proviral intégré, plusieurs d’entre eux puissent être 
impliqués dans le recrutement de P-TEFb. En effet, la région LTR du VIH-1 contient 
notamment trois répétitions en tandem du site de liaison pour le facteur de transcription Sp1 et 
deux sites de liaison pour NFțB. Sp1 et NFțB ont tout d’abord été identifiés comme des 
facteurs impliqués dans l’initiation de la transcription à partir du LTR du VIH-1. En effet, Sp1 
est un activateur transcriptionnel qui stimule le recrutement de la protéine TBP, une sous-
unité de TFIID, à la boite TATA (Gill et al., 1994), favorisant ainsi l’assemblage du PIC. 
Quant à NF-țB, il favorise le recrutement d’histones acétyltransférases au niveau du 
promoteur, ce qui entraîne une modification de la structure du nucléosome localisé à 
proximité du promoteur (Gerritsen et al., 1997; Sheridan et al., 1997; Van Lint et al., 1996). 
Néanmoins, NF-țB et Sp1 sont également impliqués dans le contrôle du passage de l’ARN 
pol II en élongation productive (West et al., 2001; Yedavalli et al., 2003). En effet, NF-țB se 
lie à la sous-unité CycT1 du complexe P-TEFb, recrutant ainsi le complexe P-TEFb au niveau 
du promoteur LTR du VIH-1 (Barboric et al., 2001; Taube et al., 2002). P-TEFb pourrait 
également être recruté dans les complexes de pré-initiation à travers une association directe de 
Figure 31 : La protéine Tat comporte plusieurs régions fonctionnelles conservées au 
cours de l’évolution entre les Lentivirus 
Alignement de séquence des protéines Tat issues de différents Lentivirus, les Virus de 
l’Immunodéficience Humaine de type 1 et 2 (VIH-1 et VIH-2), le Virus de 
l’Immunodéficience Simienne (VIS), le Virus de l’Immunodéficience Bovine (BIV), le Virus 
de la maladie de Jembrana (JDV), et le Virus de l’Anémie Infectieuse équine (VAIE).  
Figure 32 : Liaison de la protéine Tat et du complexe P-TEFb à l’ARN TAR  
Au sein de l’ARN TAR du VIH-1, les nucléotides +19 à +43 constituent l’élément de réponse 
minimal nécessaire et suffisant pour la liaison de Tat. La boucle latérale UCU de l’ARN TAR 
est essentielle pour la liaison de la protéine Tat, tandis que la boucle apicale constituée de six 
nucléotides est essentielle pour la liaison de la CycT1 du complexe P-TEFb. 
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sa sous-unité CycT1 avec le facteur Sp1 lié à l’ADN (Yedavalli et al., 2003). Comme NF-țB 
se lie au domaine amino-terminal de la CycT1 (Barboric et al., 2001), tandis que Sp1 se lie à 
son domaine carboxy-terminal (Yedavalli et al., 2003), il est possible que, dans le contexte du 
LTR du VIH-1, ces deux facteurs coopèrent pour recruter P-TEFb. De plus, NF-κB et Sp1 
pourraient fonctionner en conjonction avec Brd4 pour recruter P-TEFb au promoteur du VIH-
1 (figure 33). En effet, il a été montré qu’en l’absence de Tat, la transcription basale du 
génome du VIH-1 nécessite également la présence de Brd4 pour le recrutement de P-TEFb au 
niveau du promoteur viral (Jang et al., 2005; Yang et al., 2005). L’importance fonctionnelle 
de cette interaction est soulignée par le fait que dans une étude examinant les sites 
d’intégration du provirus dans des cellules infectées de façon latente par le VIH-1, de 
multiples intégrations indépendantes ont été relevées dans le gène Brd4. Dans ces cellules la 
perturbation de l’expression de Brd4 liée à l’intégration du provirus pourrait expliquer la 
latence du virus (Bisgrove et al., 2007). Des niveaux faibles de NF-κB, Sp1 et/ou Brd4 
pourraient donc permettre le recrutement de P-TEFb au niveau du LTR du VIH-1 pour 
phosphoryler le CTD de l’ARN pol II, DSIF et NELF. Ceci favoriserait la libération de 
l’ARN pol II de la pause transcriptionnelle imposée par les N-TEF, permettant ainsi la 
production de transcrits viraux pleine taille à partir desquels la protéine Tat serait produite. Ce 
mécanisme de recrutement pourrait fonctionner avant que la protéine Tat du VIH-1 ne soit 
produite. En effet, lorsque Tat est présente, elle entre en compétition avec Brd4 pour 
l’interaction avec P-TEFb, et Brd4 est rapidement dissocié du provirus (Yang et al., 2005). 
Ainsi, après que le premier cycle de transcription est complété, et qu’une petite quantité de 
Tat est produite, elle stimule efficacement la transcription du VIH-1 en recrutant directement 
P-TEFb au niveau de l’ARN TAR. Cela établit une boucle de contrôle positif, et une 
réplication optimale du virus s’ensuit.  
P-TEFb est donc un co-facteur essentiel pour l’activation de la transcription du génome du 
VIH-1. L’importance de P-TEFb est soulignée par le fait qu’une restriction des niveaux de P-
TEFb libre causée par sa séquestration dans la snRNP 7SK contribue à l’établissement de la 
latence transcriptionnelle post-intégrative du VIH-1 dans des cellules infectées (Tyagi et al., 
2010). Or, de façon surprenante, il a récemment été montré que l’infection par le VIH-1 de 
lymphocytes primaires ou de cellules HeLa en culture entraîne une diminution des niveaux de 
snRNP 7SK contenant le complexe P-TEFb et une augmentation concomitante des niveaux de 
P-TEFb libre dans les cellules infectées (Barboric et al., 2007; Sedore et al., 2007). Cela 
suggère que le VIH-1 est capable de libérer le complexe P-TEFb de la snRNP 7SK inactive, 
probablement pour augmenter le niveau de P-TEFb libre disponible pour la transcription de 
ses gènes. Il a été montré que l’expression de la protéine Tat dans des cellules en culture 
entraîne également la libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK (Barboric et al., 2007; 
Sedore et al., 2007). En plus de son rôle dans le recrutement de P-TEFb au niveau de l’ARN 
TAR, la protéine Tat pourrait donc jouer un rôle dans la libération de P-TEFb de la snRNP 
7SK lors de l’infection des cellules par le VIH-1. La snRNP 7SK est une source idéale de P-
TEFb puisqu’elle séquestre environ la moitié des complexes P-TEFb cellulaires (Chen et al., 
2004; Li et al., 2005). Le mécanisme précis utilisé par Tat pour extraire P-TEFb de la snRNP 
7SK n’est pas clairement défini. Néanmoins, cette extraction est probablement liée aux 
nombreuses similarités de structure et de séquence entre la snRNP 7SK/HEXIM/P-TEFb et le 
complexe Tat/TAR/P-TEFb (Zhou and Yik, 2006). Tat et HEXIM se lient à la même région 
de la CycT1, suggérant que les interactions de Tat et HEXIM avec la CycT1 sont 
mutuellement exclusives (Garber et al., 1998b; Schulte et al., 2005). Or, Tat interagit avec la 
CycT1 avec une plus forte affinité qu’HEXIM (Barboric et al., 2007; Schulte et al., 2005), ce 
qui lui permettrait de déplacer directement HEXIM1 de la CycT1 et donc de libérer 
Figure 33 : Recrutement de P-TEFb au niveau du promoteur LTR du VIH-1 en 
l’absence de la protéine virale Tat 
Après l’initiation de la transcription à partir du promoteur LTR (Long Terminal Repeat) du 
Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 1 (VIH-1), la progression de l’ARN pol II est 
bloquée par l’action des facteurs négatifs d’élongation, NELF et DSIF. Le premier cycle de 
transcription se déroulant en l’absence de la protéine virale Tat, les facteurs NF-κB, Sp1 et/ou 
Brd4 pourraient recruter P-TEFb au niveau du LTR du VIH-1. La phosphorylation du CTD de 
l’ARN pol II, de DSIF et de NELF par P-TEFb permet la reprise de l’élongation de la 
transcription et la production de transcrits viraux pleine taille. La région LTR du VIH-1 
contient trois répétitions en tandem du site de liaison pour le facteur de transcription Sp1 
(carrés bleu) et deux sites de liaison pour NFțB (carrés roses).  
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efficacement P-TEFb de la snRNP 7SK. De plus, le motif de liaison au snARN 7SK 
d’HEXIM1 contient un groupe de résidus chargés positivement dont une partie présente une 
très forte homologie avec le motif de liaison à l’ARN TAR de la protéine Tat du VIH-1 (Yik 
et al., 2004). Il a ainsi été montré in vitro, que la protéine Tat entre en compétition avec 
HEXIM pour la liaison au snARN 7SK, et que même lorsque le complexe relativemmment 
stable 7SK/HEXIM est pré-formé, Tat peut le désassembler (Sedore et al., 2007).  
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PRESENTATION DU SUJET 
Le snARN 7SK est un petit ARN non codant très abondant dans les cellules qui joue un rôle 
crucial dans la régulation de la transcription par l’ARN pol II. Il est capable, en coopération 
avec la protéine HEXIM, de séquestrer de façon dynamique et réversible le facteur 
d’élongation P-TEFb, au sein d’une petite particule ribonucléoprotéique nucléaire appelée 
snRNP 7SK, pour inhiber son activité kinase. Le snARN 7SK contrôle ainsi finement le taux 
de P-TEFb actif dans les cellules, régulant ainsi l’élongation de la transcription par l’ARN pol 
II. Au cours de ma thèse, je me suis attachée à mieux caractériser les éléments à la base de 
l’assemblage de la snRNP 7SK séquestrant P-TEFb et de son désassemblage par la protéine 
Tat du VIH-1.  
En effet, tandis que de nombreux signaux pouvant entraîner la libération de P-TEFb de la 
snRNP 7SK ont été identifiés, les mécanismes moléculaires à la base de cette libération ne 
sont pas tous bien définis. Or, il a récemment été montré que la protéine Tat du VIH-1 peut 
entraîner la libération de P-TEFb de la snRNP 7SK. L’étude du mécanisme permettant à cette 
protéine de désassembler la snRNP 7SK séquestrant P-TEFb pourrait apporter de nouveaux 
éléments pour comprendre comment l’équilibre entre les formes active et inactive de P-TEFb 
peut être modifié dans les cellules en réponse à divers stimuli. C’est pourquoi nous avons 
cherché à définir le mécanisme par lequel la protéine Tat du VIH-1 libère P-TEFb de la 
snRNP 7SK.  
Au sein de la snRNP 7SK séquestrant le facteur P-TEFb, le snARN 7SK joue un rôle central 
en servant de plateforme structurale pour l’assemblage coordonné d’HEXIM et de P-TEFb. 
Or, la stabilité du snARN 7SK et donc la formation des snRNP 7SK dépend des protéines 
MePCE et LARP7. Les protéines LARP7 et MePCE protègent respectivement les extrémités 
3’ et 5’ du snARN 7SK contre la dégradation par des exonucléases. Ces deux protéines qui 
restent associées au snARN 7SK lorsque P-TEFb et HEXIM sont libérés, jouent un rôle 
essentiel dans le maintien de la stabilité du snARN 7SK et donc dans la formation de la 
snRNP 7SK. Afin de mieux comprendre les interactions moléculaires à la base de 
l’assemblage de la snRNP 7SK régulant la disponibilité de P-TEFb dans les cellules, nous 
nous sommes attachés à délimiter avec précision les régions du snARN 7SK cruciales pour 
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Chapitre I : Mécanisme utilisé par la protéine Tat du VIH-1 
pour libérer P-TEFb de la snRNP 7SK 
I) Etat du domaine 
Le facteur de transcription général P-TEFb est requis pour l’expression efficace d’une 
majorité de gènes cellulaires. Une dérégulation de son activité peut être à l’origine de 
maladies graves. Son activité doit donc être finement régulée pour répondre aux changements 
en besoins transcriptionnels de la cellule aux différents stades de différenciation ou de 
croissance. L’un des mécanismes majeurs de régulation de l’activité de P-TEFb est son 
association réversible au sein de la snRNP 7SK avec le snARN 7SK et les protéines HEXIM. 
Au sein de ce complexe l’activité kinase de P-TEFb est inhibée, formant ainsi un réservoir de 
P-TEFb inactif mobilisable par la cellule à tout moment. Cela permet le maintien d’un 
équilibre fonctionnel entre les formes active et inactive de P-TEFb. Même si l’on connaît de 
nombreux agents pouvant induire le désassemblage de la snRNP 7SK, les mécanismes à 
l’origine de ce désassemblage restent moins bien décrits. Or, il a récemment été montré que la 
protéine Tat du VIH-1 est capable de libérer le complexe P-TEFb de la snRNP 7SK (Barboric 
et al., 2007; Sedore et al., 2007).  
II) Question posée et démarche expérimentale 
La détermination du mécanisme permettant à la protéine Tat de désassembler la snRNP 7SK 
pourrait nous en apprendre un peu plus sur les éléments à l’origine des changements dans 
l’équilibre entre les formes active et inactive de P-TEFb. Nous nous sommes donc penchés 
sur l’étude du mécanisme permettant à la protéine Tat du VIH-1 de désassembler la snRNP 
7SK entraînant ainsi la libération de P-TEFb. Il a été proposé que la protéine Tat du VIH-1 
entraîne la libération de P-TEFb de la snRNP 7SK en entrant en compétition avec HEXIM 
soit pour la liaison à la CycT1 du complexe P-TEFb, soit pour la liaison au snARN 7SK 
(Barboric et al., 2007; Sedore et al., 2007). Pour définir plus clairement le mécanisme 
employé par Tat pour extraire P-TEFb de la snRNP 7SK, nous avons vérifié si l’interaction 
identifiée in vitro entre Tat et le snARN 7SK (Sedore et al., 2007) existe in vivo. Nous avons 
ensuite cherché à définir les éléments du snARN 7SK nécessaires pour l’interaction avec la 
protéine Tat. Pour ce faire, nous avons entrepris une analyse mutationelle systématique du 
snARN 7SK. Une batterie de snARN 7SK mutants portant diverses délétions ou mutations 
ponctuelles ont été co-exprimés avec une version étiquetée de la protéine Tat du VIH-1 dans 
des cellules humaines en culture. Des expériences de co-immunoprécipitation nous ont permis 
de tester la capacité des divers mutants du snARN 7SK à interagir avec Tat. Les résultats de 
ces expériences nous ont poussés à définir de manière plus détaillée les éléments du snARN 
7SK nécessaires pour la liaison des protéines HEXIM. Pour cela, nous avons analysé par 
retard sur gel l’interaction des protéines HEXIM avec des versions tronquées du snARN 7SK. 
Les résultats ainsi obtenus in vitro ont été confirmés et précisés in vivo par des expériences de 
co-immunoprécipitation d’une version étiquettée d’HEXIM avec des mutants du snARN 7SK 
exprimés transitoirement dans des cellules humaines en culture. Nous avons ensuite cherché à 
démontrer l’existence in vivo d’une compétition entre Tat et HEXIM pour la liaison au 
snARN 7SK. Pour cela, nous avons exprimé transitoirement une version étiquetée de la 
protéine Tat dans des cellules humaines en culture et analysé par des expériences de co-
immunoprécipitation l’interaction entre les protéines HEXIM et le snARN 7SK endogènes.  
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Comme nous l’avons vu dans le chapitre III, une fraction du snARN 7SK s’associe avec des 
protéines de type hnRNP, parmi lequelles hnRNP A1, hnRNP B1, hnRNP Q et hnRNP R 
(Barrandon et al., 2007; Hogg and Collins, 2007; Van Herreweghe et al., 2007). De plus, 
l’association du snARN 7SK avec ces protéines augmente après sa libération de la snRNP 
7SK contenant le complexe P-TEFb induite par un stress. Afin de vérifier si la protéine Tat du 
VIH-1 peut s’associer au complexe snARN 7SK/hnRNP, une version étiquetée de la protéine 
Tat a été exprimée transitoirement dans des cellules humaines en culture et son interaction 
avec les protéines hnRNP a été analysée par co-immunoprécipitation.   
III) Résultats 
Les résultats de ces études sont présentés dans la publication ci-après :  
« Controlling cellular P-TEFb activity by the HIV-1 transcriptional transactivator Tat ». 
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Abstract
The human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) transcriptional transactivator (Tat) is essential for synthesis of full-length
transcripts from the integrated viral genome by RNA polymerase II (Pol II). Tat recruits the host positive transcription
elongation factor b (P-TEFb) to the HIV-1 promoter through binding to the transactivator RNA (TAR) at the 59-end of the
nascent HIV transcript. P-TEFb is a general Pol II transcription factor; its cellular activity is controlled by the 7SK small nuclear
RNA (snRNA) and the HEXIM1 protein, which sequester P-TEFb into transcriptionally inactive 7SK/HEXIM/P-TEFb snRNP.
Besides targeting P-TEFb to HIV transcription, Tat also increases the nuclear level of active P-TEFb through promoting its
dissociation from the 7SK/HEXIM/P-TEFb RNP by an unclear mechanism. In this study, by using in vitro and in vivo RNA-protein
binding assays, we demonstrate that HIV-1 Tat binds with high specificity and efficiency to an evolutionarily highly conserved
stem-bulge-stem motif of the 59-hairpin of human 7SK snRNA. The newly discovered Tat-binding motif of 7SK is structurally
and functionally indistinguishable from the extensively characterized Tat-binding site of HIV TAR and importantly, it is
imbedded in the HEXIM-binding elements of 7SK snRNA. We show that Tat efficiently replaces HEXIM1 on the 7SK snRNA in
vivo and therefore, it promotes the disassembly of the 7SK/HEXIM/P-TEFb negative transcriptional regulatory snRNP to
augment the nuclear level of active P-TEFb. This is the first demonstration that HIV-1 specifically targets an important cellular
regulatory RNA, most probably to promote viral transcription and replication. Demonstration that the human 7SK snRNA
carries a TAR RNA-like Tat-binding element that is essential for the normal transcriptional regulatory function of 7SK questions
the viability of HIV therapeutic approaches based on small drugs blocking the Tat-binding site of HIV TAR.
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Introduction
Synthesis of mRNAs by Pol II is tightly controlled at the step of
transcription elongation by the positive transcription elongation
factor b (P-TEFb) that is a cyclin-dependent kinase composed of
Cdk9 and cyclin T1 (CycT1) [1,2,3,4,5]. After transcription
initiation and promoter clearance, Pol II is arrested by the
negative elongation factor (NELF) and the DRB sensitivity-
inducing factor (DSIF). To restore productive Pol II elongation,
P-TEFb phosphorylates NELF, DSIF and the heptapeptide
repeats (YSPTSPS) in the C-terminal domain (CTD) of Pol II at
serine 2. P-TEFb is a general transcription factor that is required
for efficient expression of most protein-coding genes as well as for
production of full-length transcripts from the integrated HIV-1
genome [6,7].
In the nuclei of HeLa cells, about half of P-TEFb forms a
kinase-inactive ribonucleoprotein (RNP) with the 7SK snRNA
[8,9]. The 7SK/P-TEFb snRNP also contains the hexamethylene
bisacetamide (HMBA)-inducible protein HEXIM1 and less often,
HEXIM2 [10,11,12,13], the La-related protein Larp7 [14,15,16]
and the methylphosphate capping enzyme MePCE [17,18]. While
Larp7 and MePCE bind stably to and provide stability for 7SK
snRNA, P-TEFb and HEXIM1/2 show a dynamic, transcription-
dependent association with 7SK. Blocking of Pol II transcription
induces dissociation of P-TEFb and HEXIM proteins from the
7SK snRNP to increase the nuclear level of active P-TEFb
[8,9,10,11]. On the contrary, inhibition of cell growth shifts P-
TEFb from active to inactive 7SK-associated complexes [19,20].
Thus, the 7SK snRNA and HEXIM1/2 proteins function as key
regulators of Pol II transcription through controlling the nuclear
activity of P-TEFb. Malfunction of the 7SK–P-TEFb regulatory
machine that abnormally increases P-TEFb activity can lead to
development of cardiac hypertrophy or to malignant transforma-
tion of the cell [16,21].
The human 7SK is a 331 nt-long Pol III-transcribed abundant
snRNA [22]. P-TEFb is tethered to 7SK through interacting with
HEXIM1 and HEXIM2 that directly bind to the 59 hairpin of 7SK
snRNA in the forms of homo- or heterodimers [11,12,13,23,
24,25,26,27]. HEXIM proteins interact with two copies of P-TEFb
and inhibit their protein kinase activity strictly in a 7SK snRNA-
dependent manner [11,27]. Binding of 7SK to the positively charged
RNA-binding motif of HEXIM1/2 enables the acidic P-TEFb-
binding domain of HEXIM1/2 to interact with CycT1 [28]. In vivo
docking and inactivation of P-TEFb by the 7SK snRNP also requires
the binding of CycT1, either directly or indirectly, to the 39 hairpin of
7SK snRNA [26].
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Transcription initiated from the long terminal repeat (LTR)
promoter of the integrated HIV-1 genome is controlled predom-
inantly at the level of elongation [1,29,30]. The processivity of
HIV transcription depends on the viral transactivator Tat that
recruits P-TEFb to the stalled Pol II [31,32]. To capture P-TEFb,
the activation domain of Tat associates with CycT1 and its RNA-
binding motifs binds to the transactivation response element,
TAR, an RNA hairpin at the 59 end of the nascent HIV LTR
transcript [33,34,35,36]. Besides tethering P-TEFb to the TAR
RNA, recent studies demonstrated that Tat also promotes the
disassembly of the 7SK/HEXIM/P-TEFb snRNP to increase the
nuclear level of active P-TEFb [37,38]. Indeed, efficient
transcription from the HIV LTR promoter requires considerably
higher P-TEFb activity than that is needed for cellular mRNA
production and host cell viability [6,31,39,40,41].
The molecular mechanism of Tat-mediated regulation of
nuclear P-TEFb activity is unclear. Tat has been proposed to
compete with HEXIM to displace it either from the CycT1
subunit of P-TEFb or from the 7SK snRNA [37,38]. In this study,
we demonstrate that in HIV-infected cells, the 7SK transcriptional
regulatory snRNA is the major RNA target of the accumulating
Tat protein. HIV Tat binds with high specificity and efficiency to
an evolutionarily highly conserved TAR RNA-like stem-bulge-
stem motif of the 59 hairpin of 7SK snRNA. We demonstrate that
the newly discovered Tat-binding site of 7SK is imbedded in the
HEXIM-binding elements of 7SK and therefore, Tat promotes
disassembly of the 7SK/HEXIM/P-TEFb negative transcription-
al regulatory snRNP through displacing the HEXIM homodimer
from the 7SK snRNA.
Results
HIV Tat specifically associates with 7SK snRNA in vivo
To test whether Tat can interact with 7SK snRNA in living
cells, Flag-tagged Tat (Tat-FL) was transiently expressed in human
HeLa cells and recovered by immunoprecipitation (IP) with an
anti-Flag antibody (Figure 1A). As demonstrated by Western blot
analysis, the expressed Tat-FL protein interacted with the Paf1
component of the recently reported Tat/P-TEFb-associated
elongation complex, indicating that it was functionally active
[42]. HeLa RNAs co-precipitated with Tat-FL were 39 end-
labeled with [59-32P]pCp and T4 RNA ligase and analyzed on a
denaturing gel (Figure 1B, lane 2). Autoradiography revealed that
Tat-FL bound to a unique RNA with an electrophoretic mobility
corresponding to the 331 nt-long human 7SK snRNA. To
determine unequivocally its identity, the terminally labeled Tat-
associated RNA was partially digested with the G-specific
endoribonuclease T1 or it was moderately hydrolyzed with alkali
before fractionation on a sequencing gel (Figure 1C). Distribution
of the G residues in the 39-terminal part of the Tat-associated
HeLa RNA perfectly matched with the nucleotide sequence of
human 7SK snRNA. The faint band duplications above the
RNase T1 digestion products indicate sequence heterogeneity at
the 39 end of 7SK snRNA [43].
To rule out that Tat-FL associated with 7SK in the cell extract,
we performed in vivo cross-linking experiments (Figure 1D). HeLa
cells expressing Tat-FL were treated with formaldehyde and after
extract preparation, Tat-FL was immunoprecipitated under highly
stringent conditions [44]. RNase A/T1 protection analysis
confirmed that 7SK snRNA was efficiently cross-linked to Tat-
FL in vivo (lane 5). In control IPs performed in the absence of
antibody (lane 4) or from non-cross-linked cell extract (lane 2), no
7SK-Tat-FL interaction was detected under the applied harsh
wash conditions. We concluded that Tat specifically and most
probably, directly interacts with 7SK snRNA in living cells.
The 59 hairpin of human 7SK snRNA carries a conserved
Tat-binding element
To define the region of 7SK snRNA which interacts with Tat,
we assayed the in vivo interaction of transiently expressed truncated
7SK RNAs with Tat-FL by IP with an anti-Flag antibody followed
by Northern blot analysis (Figure 2A). Co-precipitation of the
endogenous HeLa 7SK snRNA with Tat-FL provided a positive
control for each IP reaction. Removal of the 39 hairpin of 7SK,
although largely compromised the stability of the truncated d39HP
RNA (lanes 9 and 11), failed to prevent its association with Tat-FL
(lane 12). In contrast, deletion of the 59 hairpin eliminated the
interaction of d59HP RNA with Tat-FL (lane 8). Finally, the 59HP
RNA that represented the 59 hairpin of 7SK efficiently interacted
with Tat-FL (lane 4), demonstrating that HIV Tat binds to the 59
hairpin of 7SK snRNA.
Tat recognizes an internal stem-bulge-stem motif of HIV TAR
RNA (Figure 2B). The first uridine in the bulge and the G-C and A-
U base-pairs in the upper stem are indispensable for Tat binding
[45,46,47,48]. A structural rearrangement of the bulge loop
provides the specificity for the Tat-TAR interaction. The bulged
U forms a base-triple interaction with the A-U base-pair that
stabilizes the association of the lower G residue in the major grove
with an arginine of Tat [49,50]. We noticed that the 59 hairpin of
human 7SK snRNA carries two internal segments, G18-A27/U84-
C90 and C37–C45/G64–G70, which are highly reminiscent of the
consensus minimal structure of the Tat-binding element of HIV
TAR (Figure 2C, shaded boxes). The putative distal (upper) Tat-
binding element of human 7SK shows a striking conservation in all
known 7SK snRNAs derived from phylogenetically distant species.
To test whether the newly detected potential Tat-binding motifs
of human 7SK snRNA can interact with Tat, we performed
electrophoretic mobility shift assays using in vitro synthesized probe
RNAs representing either the distal (Dist) or the proximal (Prox)
parts of the 59 hairpin of 7SK and a Tat-derived oligopeptide,
Tat(38–72) [51] (Figure 3A). The Tat peptide efficiently bound to
the distal part of the 59 hairpin of 7SK (lanes 2–4), but failed to
associate with its proximal part (lane 7–9). Administration of cold
Dist RNA abolished association of the Tat oligopeptide with 7SK
sequences, confirming that Tat binds specifically to the distal part
of the 59 hairpin of human 7SK snRNA (lane 5).
The 59 hairpin of human 7SK contains two 10 nt-long perfect
repeats (G13–G22 and G64–G73) which overlap the distal and
proximal putative Tat-binding elements (Figure 3A, indicated by
Author Summary
Expression and replication of the human immunodeficien-
cy virus (HIV) is supported by the viral transcriptional
transactivator (Tat) that recruits the host positive tran-
scription elongation factor b (P-TEFb) to the promoter of
the integrated viral genome. Here, we demonstrate that
HIV Tat specifically and efficiently binds to the host 7SK
small nuclear RNA (snRNA) that is a negative regulator of
P-TEFb. Although HIV Tat has been reported to interact
with a plethora of host factors, our results indicate that the
7SK transcriptional regulatory snRNA is a major and
important cellular target of HIV Tat. We demonstrate that
binding of Tat to the 7SK snRNA disrupts the 7SK-P-TEFb
negative transcriptional regulatory complex and releases
active P-TEFb. Thus, we propose that Tat not only targets
P-TEFb for HIV transcription, but also modulates the
nuclear level of active P-TEFb in HIV-infected cells.
HIV Tat Binds to the HEXIM-Binding Site of 7SK
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arrows). The wild-type GAUCUGGCUG repeat sequences were
replaced with complementary sequences in the p59HP expression
plasmid (Figure 3B). The mutant 59HPdm (distal mutant) and
59HPpm (proximal mutant) RNAs were transiently expressed in
HeLa cells and their association with the co-expressed Tat-FL
protein was tested. Northern blot analysis demonstrated that Tat-
FL interacted with 59HPpm RNA (lane 4), but it failed to associate
with the 59HPdm and the double mutant 59HPpm+dm RNAs
(lanes 8 and 12), providing strong support to the notion that Tat
interacts with the distal Tat-binding motif of human 7SK snRNA.
To confirm that Tat binds to the C37–C45/G64–G70 TAR
RNA-like motif of human 7SK, a series of mutant 59HP RNAs
were transiently expressed and their association with Tat-FL was
examined (Figure 3C). Substitution of the U40, U40–U41 bulge
nucleotides or the A43, G42-A43, U63-C67 and U68-G70 stem
nucleotides for complementary sequences fully abolished the in vivo
association of the expressed mutant 59HP RNAs with Tat-FL
(lanes 4, 12, 16, 20, 24 and 28). In contrast, substitution of the
U72-C75 nucleotides failed to interfere with Tat binding (lane 8).
Likewise, replacing the U63 bulge nucleotide, the G60-C62 stem
or the A49-C59 loop sequences with complementary nucleotides
had no effect on in vivo Tat binding (data not shown). We
concluded that Tat binds to the evolutionarily conserved C37–
C45/G64–G70 motif of 7SK that is structurally indistinguishable
from the Tat-binding element of HIV TAR.
The 59 hairpin of human 7SK snRNA carries two HEXIM-
binding sites
The strong evolutionarily conservation of the newly identified
Tat-binding site of human 7SK suggests that this element plays an
important role in the normal function of 7SK snRNA (Figure 2C).
The positively charged arginine-rich TAR-recognition motif of
HIV Tat shows strong similarity to the N-terminal part of the
7SK-binding motif of HEXIM proteins derived from evolution-
arily distant species (Figure S1) [52]. This suggests that Tat and
HEXIM recognize similar, if not identical, target motif(s) in the 59
hairpin of 7SK. HEXIM1 has been reported to be a promiscuous
double-stranded RNA-binding protein that binds to 7SK between
nucleotides 10 to 48 in a sequence-independent manner [53]. In
contrast, we had earlier observed that in HeLa cells HEXIM1
binds to the distal part of the 59 hairpin of 7SK with high
specificity [26]. To clarify these inconsistencies and to define the
precise binding site of HEXIM, we performed electrophoretic
mobility shift assays (Figure 4A). When the entire 59 hairpin of
7SK (59HP) was incubated with increasing amounts of recombi-
nant HEXIM1, two 59HP-HEXIM1 complexes, indicated as shift
1 and 2, were detected on a native gel (lanes 2–6). In the presence
of about two-fold excess of HEXIM1 only the upper low-mobility
complex (shift 2) was formed (lane 6). Administration of cold 59HP
RNA inhibited 59HP-HEXIM1 complex formation (lanes 7–9),
indicating that in accordance with previous reports, the 59 hairpin
Figure 1. In vivo association of HIV Tat with 7SK. A. Transient expression of Tat-FL in HeLa cells. Schematic structure of the pTat-FL expression
construct is shown. The cytomegalovirus promoter (CMV) and the polyadenylation region (PA) are indicated. Tat-FL was immunoprecipitated (a-Flag)
from extracts (E) prepared from transfected or non-transfected (NT) cells. Distribution of Tat-FL and Paf1 was monitored by Western blot analysis. B.
Detection of Tat-associated HeLa RNAs. RNAs co-precipitated with Tat-FL (T) were labeled in vitro and separated on a 6% sequencing gel. Lanes NT
and M, control IP from non-transfected cells and molecular size markers. C. RNA G-tracking. The Tat-associated RNA was partially digested with RNase
T1 or moderately hydrolyzed with formamide (OH2) and analyzed on a 6% gel. G residues and their positions in the human 7SK snRNA sequence are
indicated. Asterisk indicates a fragile U residue. D. In vivo cross-linking of Tat-FL and 7SK. HeLa cells expressing Tat-FL were treated (x link) or not
treated (cont) with formaldehyde before extract (E) preparation. Tat-FL was immunoprecipitated (a-Flag) or mock-precipitated (no Ab) under
stringent conditions. Distributions of Tat-FL and 7SK snRNA were monitored by Western blot analysis and RNase A/T1 mapping, respectively.
doi:10.1371/journal.ppat.1001152.g001
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of 7SK specifically associates with two molecules of HEXIM1
[13,24,25].
When probe RNAs representing the proximal (Prox) and distal
(Dist) regions of the 59 hairpin of 7SK were incubated with
HEXIM1, HEXIM1 specifically associated with both RNAs (lanes
11–13 and lanes 16–18). The resulting Dist-HEXIM1 and Prox-
HEXIM1 complexes co-migrated with the high-mobility complex
(shift1) formed by the full-length 59 hairpin and HEXIM1.
Importantly, neither the Dist nor the Prox probe RNA formed the
large low-mobility complex (shift 2) with HEXIM1, demonstrating
that the 59 hairpin of 7SK contains two structurally and
functionally independent HEXIM-binding sites each recruiting
one HEXIM molecule in an independent fashion in vitro.
We tested whether the newly defined distal Tat-binding element
and the proximal Tat-binding-like motif of the 59 hairpin of 7SK
are essential for HEXIM1 binding. Mutant 59 hairpin RNAs,
59HPdm and 59HPpm (see Figure 3), were incubated with
HEXIM1 and the resulting complexes were analyzed on a native
gel (Figure 4B). Both 59HPdm and 59HPpm RNAs formed only
the high-mobility complex with HEXIM1 (shift 1), indicating that
they bind only one copy of HEXIM1 (lanes 3–4 and 8–9). As
expected, the double-mutant 59HPpm+dm RNA was inactive in
HEXIM-binding (lanes 12–14). These results confirmed that the
newly identified Tat-binding motif in the distal part and the Tat-
binding-like element in the proximal part of the 7SK 59 hairpin
function in HEXIM-binding.
Figure 2. Identification of putative Tat-binding motifs in 7SK snRNA. A. Tat binds to the 59 hairpin of 7SK. Schematic structures of the
p7SK expression construct and the expressed truncated 7SK RNAs are shown. Dashed boxes indicate deletions. Pol III transcription of the 7SK gene
terminates within four consecutive T residues. HeLa cells were transfected with the indicated expression plasmids. After extract (E) preparation,
Tat-FL was immunoprecipitated (IP). Distribution of the endogenous and transiently expressed 7SK RNAs and Tat-FL was monitored by Western
and Northern blotting. B. Consensus structure of the minimal Tat-binding motif of HIV TAR. Nucleotides with essential and moderate contribution
to Tat binding are in red and green, respectively. C. Phylogenetic comparison of the 59 hairpins of 7SK snRNAs. The sequences of lancelet, snail,
fruit fly and tick 7SK snRNAs have been published [65,66]. The potential Tat-binding motifs of human 7SK snRNA are shaded. The evolutionarily
invariant nucleotides are in red. Nucleotides common to the putative proximal Tat-binding motif of 7SK and the Tat-binding site of HIV TAR are in
orange.
doi:10.1371/journal.ppat.1001152.g002
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To further delimit the snRNA elements directing in vitro
HEXIM-binding, the distal A34-C45/G64-A77 and proximal
C12-A27/U84-U95 fragments of 7SK were topped with GGAA
tetraloops and stabilized with artificial basal stems (Figure 4C).
The resulting distal and proximal HEXIM-binding site (DHBS
and PHBS) RNAs specifically associated with HEXIM1 (lanes 4
and 9). Any further truncations or sequence alterations abolished
the HEXIM-binding capacity of the DHBS and PHBS RNAs,
indicating that the A34-C45/G64-A77 and C12-A27/U84-U95
internal segments of the 59 hairpin of 7SK contain the minimal
sequence and structural information required for in vitro recogni-
tion by HEXIM1 (data not shown). This conclusion was further
corroborated by demonstration that similarly to the control wild-
type 59 hairpin (Figure 4D, lane 9), an artificial hairpin RNA
(59HPsyn) encompassing the C12-A25/U86-U95 and A34-C45/
G64-A77 fragments of human 7SK was capable of binding two
HEXIM1 molecules (lane 4).
The distal and proximal HEXIM-binding sites of 7SK work
in an interdependent fashion in vivo
Our in vitro binding studies revealed that the 59 hairpin of
human 7SK snRNA carries two structurally and functionally
independent HEXIM-binding sites. However, we had earlier
observed that mutations predicted to disrupt the distal HEXIM-
binding element of the 59 hairpin fully abolished the in vivo
HEXIM-binding capacity of 7SK snRNA [26]. A possible
interpretation of these contradictory results could be that in vivo
the two HEXIM-binding sites of 7SK function in an interdepen-
dent way. To test this assumption, we investigated the in vivo
HEXIM-binding ability of the mutant 59HPpm and 59HPdm
RNAs which still bind one copy of HEXIM1 under in vitro
conditions (see Figure 4B). The 59HPpm and 59HPdm RNAs were
transiently expressed in HeLa cells and their association with a co-
expressed HA-tagged HEXIM1 was monitored (Figure 5A). The
ectopically expressed HA-HEXIM1 protein efficiently associated
Figure 3. Characterization of the Tat-binding element of human 7SK snRNA. A. Tat binds to the distal part of the 59 hairpin of 7SK.
About 2 fmol of 32P-labeled RNA representing the distal (Dist) or proximal (Prox) part of the 7SK 59 hairpin was incubated with the indicated
amount (fmol) of Tat(38–72) oligopeptide and analyzed on a 4% native gel. B. The distal Tat-binding motif of 7SK directs in vivo binding of Tat.
The 59 hairpin of 7SK (59HP) carrying the pm and/or dm mutations was co-expressed with Tat-FL and their interaction was tested by co-IP and
Northern blotting. Structure of the p59HP expression plasmid with the pm and dm mutations and the expected length of the 59HP RNA is shown.
C. In vivo association of Tat with mutant 7SK 59 hairpin RNAs. Nucleotides indicated by red (essential) or green (dispensable) lines were replaced
with complementary nucleotides in the p59HP expression plasmid. Tat-FL and the mutant 59HP RNAs were co-expressed in HeLa cells and their
interactions were tested.
doi:10.1371/journal.ppat.1001152.g003
HIV Tat Binds to the HEXIM-Binding Site of 7SK
PLoS Pathogens | www.plospathogens.org 5 October 2010 | Volume 6 | Issue 10 | e1001152
with the endogenous HeLa 7SK snRNA (lanes 4, 8 and 12) and
the transiently expressed wild-type 59HP RNA (lane 4), but it
showed no association with the mutant 59HPdm and 59HPpm
RNAs (lanes 8 and 12), indicating that both HEXIM1-binding
sites are required for in vivo recruitment of HEXIM1.
Next, we assayed the in vivo interaction of HA-HEXIM1 with
transiently expressed full-length 7SK RNAs which, similarly to the
59HPdm and 59HPpm RNAs, carried the pm or dm sequence
alterations (Figure 5B). In order to distinguish between the
ectopically expressed mutant and the endogenous wild-type 7SK
RNAs, RNase A/T1 mappings were performed using antisense
probe RNAs specific for the mutant 7SKdm and 7SKpm snRNAs.
In contrast to the endogenous 7SK snRNA, the transiently
expressed 7SKdm and 7SKpm RNAs failed to efficiently associate
with HA-HEXIM1 in vivo (lanes 5 and 10). Since docking of
HEXIM1 is a prerequisite for P-TEFb binding, neither 7SKdm
nor 7SKpm associated with P-TEFb, as demonstrated by co-IPs
with HA-tagged CycT1 (lanes 14 and 18). The finding that
disruption of either the distal or the proximal HEXIM-binding
motif of 7SK abolishes the recruitment of both HEXIM and P-
TEFb demonstrates that under in vivo conditions the distal and
proximal HEXIM-binding sites of 7SK recruit two copies of
HEXIM1 in a tightly interdependent manner.
Tat competes with HEXIM1 for 7SK snRNA binding
Demonstration that HIV Tat binds to the distal HEXIM-
binding site of human 7SK snRNA is consistent with the idea that
Tat competes with HEXIM for 7SK binding [37]. Indeed,
replacement of one copy of HEXIM with Tat would be expected
to fully disrupt the 7SK-HEXIM interaction, since in vivo
recruitment of a HEXIM-dimer requires both HEXIM-binding
sites of the 7SK snRNA (Figure 5). To confirm this hypothesis,
increasing amounts of Tat-FL was transiently expressed in HeLa
cells (Figure 6A). After IP of equal amounts of HEXIM1, co-
precipitation of 7SK was monitored by Northern blot analysis
followed by PhosphorImager quantification. The ectopically
expressed Tat-FL efficiently disrupted the interaction of the
endogenous HEXIM1 with 7SK snRNA. Since 7SK and HEXIM
can form a stable complex even in the absence of P-TEFb or other
components of the 7SK snRNP [26], we assumed that the
Figure 4. The 59 hairpin of human 7SK snRNA contains two HEXIM-binding sites. A. Detection of HEXIM-binding sites by mobility shift
assays. About 2 fmol of in vitro synthesized probe RNAs representing the entire (59HP) or the distal (Dist) and proximal (Prox) parts of the 59 hairpin of
human 7SK were incubated with increasing amounts (fmol) of recombinant HEXIM1 and analyzed on a 5% native gel. Appropriate cold RNAs were
used as specific competitors. B. In vitro interaction of mutant 7SK 59 hairpin RNAs (59HPdm, 59HPpm, 59HPdm+pm) with HEXIM1. Complexes were
analyzed on a 4% gel. C. The minimal HEXIM1-binding elements of 7SK. The in vitro HEXIM-binding capacity of a distal (DHBS) and proximal (PHBS)
fragment of the 7SK 59 hairpin was tested by mobility shift assay on a 4% gel. Sequences derived from wild-type 7SK are boxed. D. Gelshift analysis of
an artificial hairpin RNA (59HPsyn) carrying the distal and proximal HEXIM-binding motifs of 7SK. Sequences originated from the human 7SK snRNA
are boxed.
doi:10.1371/journal.ppat.1001152.g004
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observed Tat-mediated disruption of the 7SK-HEXIM1 interac-
tion was due to direct competition of Tat and HEXIM1 for 7SK
binding. To confirm this conclusion, mutant Tat-FL proteins, Tat-
FL(K50Q) and Tat-FL(K50A+K51A) [42], lacking TAR RNA-
binding capacity were transiently expressed in HeLa cells
(Figure 6B). Co-IP experiments demonstrated that in contrast to
the wild-type Tat (lane 2), the mutant Tat proteins failed to bind
7SK snRNA and to disrupt the interaction of HEXIM1 with 7SK
and CycT1 (lanes 3 and 4).
The experiments presented thus far demonstrate that the
RNA-binding activity of Tat is crucial for disruption of the 7SK/
HEXIM/P-TEFb snRNP. However, given that Tat can
specifically interact also with CycT1, it remains possible that
binding of Tat to the CycT1 subunit of the 7SK/HEXIM/P-
TEFb snRNP may also contribute to the disassembly of this
particle [38]. To test this possibility, we assayed the 7SK-
HEXIM1 interaction in HeLa cells expressing increasing
amounts of mutant Tat-FL(C22G) and Tat-FL(K41A) proteins
lacking CycT1-binding ability (Figure 6C). Similarly to the wild-
type Tat (see Figure 6A), both mutant Tat proteins reduced the
association of HeLa 7SK snRNA with HEXIM1 in a concen-
tration-dependent fashion. Next, the mutant Tat-FL(C22G) and
Tat-FL(K41A) proteins missing CycT1-binding capacity were
transiently expressed in HeLa G3H cells which stably expressed
HA-CycT1 [54,55] (Figure 6D). After IP of comparable amounts
HA-CycT1, co-precipitation of the endogenous 7SK snRNA and
HEXIM1 as well as the ectopically expressed Tat-FL proteins
was monitored. As expected, HA-CycT1 interacted with the
wild-type Tat-FL, but it failed to bind to the mutant Tat-
FL(C22G) and Tat-FL(K41A) proteins. More importantly,
expression of the wild-type and mutant Tat proteins largely
reduced the association of HA-P-TEFb with 7SK and HEXIM1.
We believe that the intact 7SK/HEXIM/P-TEFb (about 25–
35%) that remained in the extracts likely derived from non-
transfected cells. Thus, we concluded that Tat can promote the in
vivo disassembly of 7SK/HEXIM/P-TEFb independently of its
CycT1-binding capacity.
The concept that Tat efficiently competes with HEXIM for
7SK binding, implies that Tat and HEXIM bind to the 7SK
snRNA in a mutually exclusive manner. To test this, the wild-type
and mutant (C22G and K41A) Tat-FL proteins were expressed in
HeLa cells (Figure 6E). Co-IP experiments showed that all Tat-FL
proteins efficiently associated with HeLa 7SK snRNA but showed
no detectable interaction with HEXIM1, demonstrating that Tat
and HEXIM interact with 7SK snRNA in a mutually exclusive
manner (lanes 4, 6 and 8). As expected, the mutant Tat proteins
failed to associate with CycT1 (lanes 6 and 8), but the wild-type
Tat-FL interacted with CycT1 (lane 4). Apparently, the wild-type
Tat associates with endogenous CycT1 predominantly in a 7SK-
independent manner [42,56], but a minor fraction of Tat may also
be involved in formation of the recently reported 7SK/Tat/P-
TEFb complex [42].
To further confirm that the CycT1-binding activity of Tat is
dispensable for disruption of 7SK/HEXIM/P-TEFb, we assayed
whether expression of Tat-FL(C22G) and Tat-FL(K41A) could
increase the nuclear level of active P-TEFb. The control and
mutant Tat-FL proteins were transiently expressed in G3H cells.
Upon IP with an anti-HA antibody, the beads with immobilized
HA-P-TEFb were incubated with a recombinant GST-CTD
protein carrying 48 C-terminal copies of the consensus CTD
repeat (YSPTSPS) in the presence of [c-32P]ATP (Figure 6D). The
phosphorylated GST-CTD was fractionated on a SDS-polyacryl-
amide gel and the specificity of the phosphorylation reaction was
confirmed by Western blotting with an antibody specific for serine
2-phosphorylated CTD. The phosphorylation level of GST-CTD
was determined by PhosphorImager quantification. Although
Figure 5. In vivo binding of HEXIM1 to 7SK RNA. A. Interaction of HEXIM1 with mutant 7SK 59 hairpin RNAs. HA-HEXIM1 was
immunoprecipitated (IP) from extracts (E) prepared from HeLa cells also expressing 59HP, 59HPpm or 59HPdm RNAs. Interaction of HA-HEXIM1 with
the endogenous 7SK and the ectopically expressed 59HP, 59HPpm, 59HPdm RNAs was monitored by Northern blot analyses. B. Interaction of HEXIM1
and P-TEFb with mutant 7SK snRNAs. 7SKpm and 7SKdm RNAs were expressed in HeLa cells together with HA-HEXIM1 (lanes 1–10) or in G3H cells
accumulating HA-CycT1 (lanes 11–18). After IP, recovery of HA-HEXIM1 and HA-CycT1 was confirmed by Western blot analysis and co-precipitation of
the endogenous and ectopically expressed 7SK RNAs was determined by RNase A/T1 mapping. Lane C, control mapping with E. coli tRNA. Lane B,
control IP with beads alone.
doi:10.1371/journal.ppat.1001152.g005
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comparable amounts of HA-P-TEFb (HA-CycT1) were attached
to the beads, the extracts accumulating the wild-type and mutant
Tat-FL proteins showed about 1.5 to 2-fold higher CTD
phoshorylation activity compared to the non-transfected control
extract. Given that in HeLa cells about 50% of P-TEFb is
sequestered into 7SK/HEXIM/P-TEFb, we concluded that
expression of the wild-type and mutant Tat proteins efficiently
mobilized the nuclear pool of inactive P-TEFb. These results
Figure 6. In vivo disruption of the 7SK/HEXIM/P-TEFb snRNP by HIV Tat. A. Tat disrupts the interaction of 7SK and HEXIM1. About 56106
HeLa cells were transfected with 0.5, 1.5, 2.5 or 3.5 mg of pTat-FL. After 48h of incubation, cell extracts were prepared, HEXIM1 was
immunoprecipitated and association of 7SK snRNA was measured by Northern blotting. NT, control IP from non-transfected cells. B. The TAR RNA-
binding capacity of Tat is essential for 7SK binding and for disruption of the 7SK/HEXIM/P-TEFb snRNP. Transiently expressed wild-type and mutant
(K50Q and K50A+K51A) Tat-FL proteins as well as endogenous HEXIM1 were immunoprecipitated and co-purification of endogenous 7SK snRNA and
CycT1 was monitored. C. Transiently expressed mutant C22G and K41A Tat proteins lacking CycT1-binding ability can disrupt the in vivo interaction of
HEXIM1 and 7SK. (For other details, see the captures to panel A) D. Tat disrupts 7SK/HEXIM/P-TEFb independently of its CycT1-binding capacity. Wild-
type and mutant (C22G and K41A) Tat-FL proteins were expressed in HeLa G3H cells stably expressing HA-CycT1. Association of HA-CycT1 with 7SK,
HEXIM1 and Tat-FL proteins was monitored by co-IP. E. Tat and HEXIM1 bind to 7SK in a mutually exclusive manner. From extracts (E) prepared from
HeLa cells non-transfected (NT) or transfected with the pTat-FL, pTat-FL(C22G) or pTat-FL(K41A) expression plasmids the accumulating Tat-FL
proteins were immunoprecipitated (IP). Distribution of 7SK snRNA and Tat-FL, HEXIM1 and CycT1 proteins was monitored with RNase A/T1 mapping
and Western blot analysis. F. Expression of Tat-FL, Tat-FL(C22G) and Tat-FL(K41A) increases the cellular level of active P-TEFb. From extracts of G3H
cells expressing Tat-FL proteins, the HA-tagged P-TEFb was immobilized on beads saturated with anti-HA antibody and incubated with a
recombinant GST-CTD protein and [c-32P]ATP. Distribution of HA-CycT1 and Tat-FL and phosphorylation of GST-CTD at serine 2 were monitored by
Western blot analysis. CTD phosphorylation was quantified by PhosphorImager.
doi:10.1371/journal.ppat.1001152.g006
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further corroborated the notion that the CycT1-binding capacity
of Tat is not required for the Tat-induced disruption of the 7SK/
HEXIM/P-TEFb snRNP and for increasing the nuclear level of
active P-TEFb.
Tat does not interact with HeLa 7SK/hnRNP particles
In HeLa cells, a fraction of 7SK snRNA is associated with
hnRNP proteins, mainly A1, A2/B1, R and Q [44,57,58]. To
exclude the formal possibility that the newly detected 7SK/Tat
RNP or at least a fraction of 7SK/Tat derived from the hnRNP-
associated pool of 7SK, we tested the effect of Tat expression on
HeLa 7SK/hnRNP complexes (Figure 7A). Transient expression
of wild-type Tat-FL had no detectable effect on the level of
association of hnRNP A1 and A2/B1 with 7SK snRNA (lanes 4
and 6), demonstrating that the hnRNP-associated fraction of 7SK
is not available for in vivo interaction with HIV Tat.
The hnRNP proteins associate with 7SK snRNA after its stress-
induced release from the 7SK/HEXIM/P-TEFb snRNP
[44,57,58]. We tested whether after Tat-mediated disruption of
7SK/HEXIM/P-TEFb, the resulting 7SK/Tat snRNP associates
with hnRNP proteins (Figure 7B). Transiently expressed Tat-FL,
together with 7SK snRNA, was immunoprecipitated and co-
purification of hnRNP A1, A2/B1, R, Q and Larp7 was tested by
Western blot analysis. Although the 7SK/Tat-FL snRNP
interacted with Larp7, none of the tested hnRNP proteins were
detected in the pellet, demonstrating that the newly described
7SK/Tat snRNP contains no hnRNP proteins.
Discussion
HIV Tat is an unconventional transcriptional activator that,
instead of targeting DNA promoter elements, recruits P-TEFb for
HIV transcription through binding to a cis-acting RNA enhancer,
the TAR RNA. Besides tethering P-TEFb to TAR, Tat also
promotes the release of active P-TEFb from the 7SK/HEXIM/P-
TEFb negative transcriptional regulatory snRNP [37,38]. In this
work, we demonstrate that Tat binds specifically to one of the two
HEXIM-binding sites of human 7SK snRNA to displace the
HEXIM homodimer on 7SK and to disrupt the 7SK/HEXIM/P-
TEFb snRNP.
The 59 hairpin of human 7SK snRNA contains two HEXIM-
binding motifs
Although all previous studies agreed that HEXIM binds to the
59 hairpin of 7SK, its precise docking site remained uncertain
[26,27,53]. Here, we demonstrated that the 59 hairpin of human
7SK snRNA contains two distinct HEXIM-binding sites which are
confined to the A34-C45/G64-A77 distal (DHBS) and the C12-
A27/U84-U95 proximal (PHBS) segments (Figure 4). Under in
vitro conditions, each HEXIM-binding motif of 7SK specifically
and independently interacts with one HEXIM molecule.
Both HEXIM-binding sites of the human 7SK snRNA contain
a stem-bulge-stem core motif (C37–C45/G64–G70 and G18-
A27/U84-C90) which are highly reminiscent of the consensus
structure of the minimal Tat-binding element of HIV TAR
(Figure 2B and 2C). Consistent with this, HIV Tat and HEXIM
proteins carry similar, positively charged, arginine-rich RNA-
binding motifs which are essential for interaction with TAR and
7SK RNAs (Figure S1). These observations, together with the
finding that Tat binds to the distal HEXIM-binding site of 7SK
(Figure 3), strongly suggest that HEXIM and Tat use similar
structural and molecular principles to recognize 7SK and TAR
RNAs. Along this line of speculation, given that Tat can bind to
the HEXIM-binding site of 7SK, it seems to be logical to
hypothesize that HEXIM can interact with the Tat-binding site of
HIV TAR [38]. However, contrary to our repeated efforts, we
failed to detect a specific interaction between HEXIM and TAR
(our unpublished data). The lack of TAR-binding ability of
HEXIM could be explained by the observations that binding of
HEXIM to 7SK snRNA, besides the TAR-like C37–C45/G64–
G70 and G18-A27/U84-C90 stem-bulge-stem core motifs, also
requires the adjacent A34-C36/C71-A77 and C12-U17/U1–U95
proximal sequences (Figure 4) [26]. Thus, HEXIM seems to form
a more intricate interaction with 7SK snRNA than it has been
reported for the Tat-TAR complex. The Tat-like RNA-binding
motifs of HEXIM proteins are N-terminally extended by highly
conserved positively charged regions which may contribute to the
specificity of the HEXIM-7SK interaction (Figure S1). Apparently,
understanding of the accurate molecular and structural back-
ground of the interaction of HEXIM and 7SK snRNA requires
further efforts.
Figure 7. The 7SK/Tat snRNP does not interact with hnRNP proteins. A. Expression of Tat has no effect on the interaction of 7SK and hnRNP
proteins. HnRNP A1 and A2/B1 were immunoprecipitated from extracts prepared from HeLa cells expressing or not expressing (NT) Tat-FL. Co-
purification of 7SK was assayed by Northern blotting. Lanes no Ab, control IPs without antibody. B. The 7SK/Tat snRNP lacks hnRNP proteins, but
associates with Larp7. Transiently expressed Tat-FL was immunoprecipitated from extracts (E) prepared from transfected (T) or non-transfected (NT)
HeLa cells. Co-IP of 7SK snRNA and hnRNP and Larp7 proteins was assayed.
doi:10.1371/journal.ppat.1001152.g007
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The two HEXIM-binding sites of 7SK function in an
interdependent manner in vivo
A key achievement of the current study is the demonstration
that in living cells, assembly of the 7SK/HEXIM/P-TEFb snRNP
requires both the distal and proximal HEXIM-binding sites of
7SK, since they recruit a homodimer of HEXIM in an strictly
interdependent fashion (Figure 5). Most probably, concerted
binding of two HEXIM molecules increases the 7SK-binding
affinity of the tethered HEXIM-dimer. For example, structural
rearrangements of HEXIM induced by dimerization may promote
formation of additional molecular contacts with 7SK snRNA [59].
Interestingly, the 59 hairpins of non-vertebrate 7SK snRNAs seem
to carry only one HEXIM-docking site, suggesting that these
RNAs interact with one copy of HEXIM and P-TEFb (Figure 2C).
Acquisition of a second HEXIM-binding site that occurred
probably through sequence duplication at the early stage of
vertebrate evolution seems to be advantageous for P-TEFb
regulation, since a single 7SK/HEXIM/P-TEFb dissociation
event can mobilize two active P-TEFb molecules.
Tat binds to the distal HEXIM-binding motif of human
7SK snRNA
Transiently expressed HIV Tat specifically and efficiently
interacts with the endogenous human 7SK snRNA, indicating
that the 7SK transcriptional regulatory snRNA is the major RNA
target of Tat in the host cell (Figure 1). Tat binds to the
evolutionarily conserved C37–C45/G64–G70 internal stem-loop-
stem region of the 59 hairpin of human 7SK snRNA (Figure 3).
The newly identified Tat-binding motif of 7SK perfectly conforms
to the consensus structure of the Tat-binding motif of HIV TAR
and it is part of the distal HEXIM-binding site of 7SK.
Most of the available data are consistent with the idea that HIV
Tat competes with HEXIM1 for 7SK snRNA binding to promote
disassembly of the 7SK/HEXIM/P-TEFb snRNP and to increase
the nuclear pool of active P-TEFb. Previous in vitro reconstitution
experiments showed that Tat could disrupt pre-assembled 7SK/
HEXIM/P-TEFb complexes, resulting in stable 7SK/Tat com-
plex and free HEXIM and P-TEFb [38]. Unfortunately, because
of the high tendency of recombinant Tat protein for oxidation and
aggregate formation [48,60], in vitro competition experiments
require the usage of a great eccess of recombinant Tat, making it
difficult to measure and compare the correct in vitro 7SK-binding
affinities of Tat and HEXIM [38, our unpublished data].
Nevertheless, the in vivo competition experiments presented in this
study confirmed that Tat efficiently disrupts the association of
HEXIM1 and 7SK snRNA upon formation of 7SK/Tat snRNP
(Figure 6). Given that both HEXIM-binding sites of 7SK are
necessary for in vivo recruitment of a HEXIM homodimer,
disruption of the 7SK-HEXIM interaction at the distal HEXIM-
binding site by docking Tat is expected to release both copies of
HEXIM (Figure 5). Providing strong support to this idea, Tat and
HEXIM bind to 7SK in a mutually exclusive manner, neither the
7SK/Tat RNP contains HEXIM nor the 7SK/HEXIM complex
associates with Tat (Figure 6) [42].
Binding of HEXIM to 7SK is the first and decisive step in the
assembly of the 7SK/HEXIM/P-TEFb negative transcriptional
regulatory snRNP, because association of HEXIM and P-TEFb is
strictly 7SK-dependent [11,27,28]. Free HEXIM cannot bind to
CycT1, because its negatively charged CycT1-binding domain
forms intramolecular interactions with the adjacent positively
charged 7SK-binding motif [28]. Docking 7SK disrupts this
autoinhibitory interaction and turns HEXIM into an active
conformation ready to bind and inhibit P-TEFb. Thus, disruption
of the interaction of 7SK and HEXIM by Tat is predicted to
mobilize the 7SK/HEXIM-associated inactive pool of P-TEFb by
triggering its release from HEXIM1. In an alternative model, Tat
has been proposed to mediate 7SK/HEXIM/P-TEFb disruption
through competing with HEXIM for binding to CycT1 [37].
Arguing against this scenario, amino acid alterations which
abolished the interaction of Tat with CycT1 only slightly reduced
the ability of the mutant Tat proteins to disrupt 7SK/HEXIM/P-
TEFb and to increase P-TEFb activity in vivo (Figures 6D and 6F).
In contrast, disruption of the 7SK-binding capacity of Tat fully
abolished its ability to replace HEXIM1 and to disrupt 7SK/
HEXIM/P-TEFb (Figure 6B). Thus, although it remains possible
that the CycT1-binding activity of Tat slightly contributes to the
Tat-mediated disassembly of 7SK/HEXIM/P-TEFb, our results
indicate that the P-TEFb mobilization capacity of Tat depends
mostly, if not exclusively, on its 7SK-binding activity.
During revision of the current manuscript, the human 7SK
snRNA has been reported to form a stable complex with Tat and
P-TEFb [42]. Since 7SK can bind only one molecule of Tat and
consequently, one copy of P-TEFb (Figure 3), Tat-induced
disruption of 7SK/HEXIM/P-TEFb is expected to release at
least half of the associated P-TEFb in the form of free P-TEFb.
However, we and others observed that Tat expression converted
the nuclear pool of inactive 7SK/HEXIM1/P-TEFb into free,
active P-TEFb with a very high (75–95%) efficiency, suggesting
that the newly described 7SK/Tat/P-TEFb accumulates at low
levels (Figure 6D) [37,38]. Nevertheless, the functional significance
of the novel 7SK/Tat/P-TEFb RNP played in HIV expression
remains to be established.
Demonstration that the distal HEXIM-binding site of the
human 7SK snRNA encompasses a perfect Tat-binding motif has
an important biomedical impact. Targeting the Tat-binding site of
HIV TAR RNA with small-molecule drugs to block Tat-mediated
transactivation is a very attractive approach for anti-viral therapy
[61]. However, potential anti-HIV drugs with strong TAR-
binding capacity are expected to interact also with the distal
HEXIM-binding motif of 7SK and therefore, to promote the
disassembly of 7SK/HEXIM/P-TEFb that shifts the P-TEFb
equilibrium toward the active form. Since increased P-TEFb
activity may have deleterious effects [16,62], therapeutic targeting
of HIV TAR requires the design of ligands which are highly
specific for the TAR RNA. So, our results suggest that drug-
mediated therapeutic inhibition of Tat-TAR interaction requires
more precautions than anticipated before.
Materials and Methods
General procedures
Unless stated otherwise, all techniques used for manipulation of
DNA, RNA oligonucleotides and proteins were performed
according to standard laboratory procedures. The identity of all
plasmid constructs was verified by sequence analysis. Human
HeLa and G3H cells, the latter was provided by Dr Q. Zhou [63],
were grown in Dulbecco’s modified Eagle medium supplemented
with 10% fetal calf serum (Invitrogen). Expression plasmids were
introduced into HeLa and G3H cells by using the FuGENE
transfection reagent (Roche).
Plasmid construction
Construction of the p7SK, p59HP and pHA-HEXIM1 expression
plasmids has been described [26]. The pTat-FL, pTat-FL(C22G),
pTat-FL(K41A), pTat-FL(K50Q) and pTat-FL(K50A+K51A) plas-
mids have been provided by Dr M. Benkirane [42,64]. The p7SKdm,
p7SKpm, p59HPdm, p59HPpm, p59HPpm+dm, p59HP(U40–U41),
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p59HP(U72-C75), p59HP(U68-G70), p59HP(G64-U68), p59HP(U40),
p59HP(A43) and p59HP(G42-A43) 7SK expression plasmids were
generated by PCR-mediated mutagenesis using p7SK and p59HP as
templates.
RNA analysis
RNA isolation from HeLa and G3H cells and cell extracts has
been described [26]. RNAs co-immunoprecipitated with Tat-FL
were 39 end-labeled with [59-32P]pCp and T4 RNA ligase before
fractionation on a 6% sequencing gel. After elution from the gel,
the labeled 7SK snRNA was partially digested with RNase T1 in
25 mM Na-citrate, pH 5.0, and 7 M urea at 55uC. Partial RNA
hydrolysis was performed in deionized formamide containing
0.4 mM MgCl2 at 100uC. For Northern blot analysis, RNAs were
size-fractionated on a 6% denaturing gel and electroblotted onto a
Hybond-N nylon membrane (Amersham Biosciences). The filters
were probed with labeled oligonucleotides complementary to the
human 7SK snRNA from U92 to G111, from G272 to C291 or
from C48 to C67. To generate sequence-specific antisense RNA
probes for mapping of 7SK, 7SKpm, and 7SKdm RNAs, the
corresponding expression plasmids were linearized with PstI and
used as templates for in vitro transcription with T7 RNA
polymerase. RNase A/T1 protection analysis has been described
[26].
Complex formation and bandshift assays
To generate template DNAs for in vitro synthesis of internally
32P-labeled 59HP, Dist, 59HPdm, 59HPpm and 59HPdm+pm
probe RNAs, the corresponding fragments of the p59HP,
p59HPdm, p59HPpm and p59HPdm+pm plasmids were amplified
with appropriate oligonucleotides which also incorporated the T7
promoter. Template DNAs for synthesis of Prox, DHBS, PHBS
and 59HPsyn were obtained by annealing of appropriate synthetic
oligonucleotides followed by cloning into the pBluescribe plasmid.
Recombinant HEXIM1 was purified as described [26]. Tat(38–
72) peptide was synthesized by PolyPeptide Group [51]. RNA-
protein complexes were formed in 50 mM Tris-HCl, pH 8.0,
100 mM NaCl, 14.4 mM 2-mercaptoethanol in the presence of
20 ng/ml of E. Coli tRNA at RT. The complexes were analyzed
on 4% or 5% polyacrylamide gels (29:1 acrylamide:bis-acrylamide)
containing 2.5% glycerol in 0.56TBE.
In vitro CTD phosphorylation
Human G3H cells transiently expressing wild-type or mutant
(C22G and K41A) Tat-FL proteins were lysed in buffer A (20 mM
HEPES, pH 7.9, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM DTT,
0.5 mM EDTA, 0.05% Nonidet P40) supplemented with 10 U/
ml of RNasin (Promega) and protease inhibitor cocktail (Roche).
After centrifugation at 10,0006 g for 10 min, the extracts were
incubated with anti-HA-agarose beads (Sigma) for 1 hour. The
beads were washed five times in buffer A, resuspended in 100 ml of
buffer A and incubated with 2 mg of recombinant GST-CTD
containing 48 consensus CTD repeats (YSPTSPS) and 10 mCi of
[c-32P]ATP (6000 Ci/mmol) at 30uC. Phosphorylation of GST-
CTD was measured by PhosphorImager quantification after
fractionation on 8% SDS/polyacrylamide gel.
Supporting Information
Figure S1 Comparison of the positively charged RNA-binding
motifs of HIV Tat and HEXIM proteins. HIV Tat (AAC29057),
human (NM_006460; NM_144608), Xenopus laevis (NP_001090038),
Salmo salar (NP_001133431), Danio rerio (NP_001091859), Ciona
intestinalis (XP_002128947), Ixodes scapularis (XP_002408010), Strongylo-
centrotus purpuratus (XP_792438) and Nematostella vectensis (XP_
001636835) HEXIM proteins were obtained from the GenBank.
The regions conserved in Tat and HEXIM proteins are boxed.
Found at: doi:10.1371/journal.ppat.1001152.s001 (0.17 MB
TIF)
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Nos analyses ont confirmé l’existence d’une interaction spécifique entre la protéine Tat du 
VIH-1 et le snARN 7SK humain in vivo. Un élément localisé dans la partie distale de la tige-
boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK est nécessaire pour la liaison directe de la 
protéine Tat au snARN 7SK. La protéine Tat se lie au motif C37-C45/G64-G70 du snARN 
7SK, conservé au cours de l’évolution, qui est très similaire, d’un point de vue structural, au 
motif de liaison de Tat sur l’ARN TAR du VIH-1.  
Or, le motif de liaison à l’ARN TAR de la protéine Tat du VIH-1 présente une très forte 
homologie avec la partie amino-terminale du motif de liaison au snARN 7SK des protéines 
HEXIM de plusieurs espèces phylogénétiquement distantes (Yik et al., 2004). Cela suggère 
que Tat et HEXIM pourraient se lier à un motif similaire au sein de la tige-boucle située à 
l’extrémité 5’ du snARN 7SK. Nos analyses menées en retard sur gel ont montré que la 
structure en tige-boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK contient deux sites de liaison 
pour les protéines HEXIM. Au sein de cette tige-boucle, les éléments A34-C45/G64-A77 et 
C12-A27/U84-U95 forment les motifs minimaux nécessaires pour la liaison d’HEXIM in 
vitro. L’analyse mutationelle, dans des cellules en culture, des motifs du snARN 7SK 
impliqués dans l’interaction avec HEXIM a permis de montrer que, in vivo, ces deux sites de 
liaison d’HEXIM recrutent deux copies d’HEXIM de manière interdépendante. Par ailleurs, le 
site de liaison de Tat sur le snARN 7SK est inclus dans l’un des deux sites de liaison 
d’HEXIM identifiés. Cela suggère une compétition entre les protéines Tat et HEXIM pour la 
liaison au snARN 7SK. L’existence d’une telle compétition a été mise en évidence par des 
analyses de l’interaction entre HEXIM et le snARN 7SK dans des cellules en culture dans 
lesquelles des quantités croissantes de protéine Tat ont été transitoirement exprimées. 
L’expression de Tat entraîne un désassemblage du complexe entre HEXIM et le snARN 7SK, 
qui provoque une augmentation du niveau de P-TEFb libre actif dans la cellule. Afin de 
définir les interactions mises en jeu par la protéine Tat du VIH-1 pour désassembler la snRNP 
7SK, le même type d’expérience a été réalisé en utilisant des mutants de la protéine Tat ayant 
perdu leur capacité de liaison à la CycT1 ou ayant perdu leur capacité de liaison à l’ARN 
TAR. Ces analyses ont permis de montrer que la capacité de liaison à la CycT1 de Tat n’est 
pas essentielle au désassemblage de la snRNP 7SK, contrairement à sa capacité de liaison à 
l’ARN.  
Nos analyses de co-immunopécipitation ont montré que la protéine Tat du VIH-1 n’interagit 
pas avec le complexe snARN 7SK/hnRNP. De plus, l’expression de Tat dans des cellules en 
culture n’a pas d’effet détectable sur l’association du snARN 7SK avec les protéines hnRNP.  
Figure 1 : Association de la protéine LARP7 avec les snARN 7SK et U6 in vivo 
Des extraits de cellules HeLa ont été incubés avec des billes d’agarose-protéine A saturées (α-
LARP7) ou non (cont) avec un anticorps anti-LARP7 (Euromedex, ARP40847_P050). A) La 
précipitation de LARP7 est visualisée par Western blot. B) Les ARN co-précipités avec 
LARP7 ont été radio-marqués in vitro à leur extrémité 3’, séparés sur un gel dénaturant et 
visualisés par autoradiographie. C) L’identité des ARN co-précipités avec LARP7 a été 
confirmée par une analyse en Northern blot.  
Figure 2 : La protéine LARP7 s’associe avec la quasi totalité des molécules de snARN 
7SK in vivo 
A) Analyse en Western blot de la protéine LARP7 endogène restant dans des extraits de 
cellules HeLa après une incubation avec des bille d’agarose-protéine A saturées (Ext α-
LARP7) ou non (Ext NoAb) avec un anticorps anti-LARP7. B) Analyse en Northern blot des 
snARN 7SK et U6 endogènes restant dans des extraits de cellules HeLa après l’immuno-
déplétion de la protéine LARP7 endogène.   
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Chapitre II : Analyse structurale des sites de liaison des 
protéines LARP7 et MePCE au snARN 7SK 
I) Etat du domaine 
La snRNP 7SK séquestrant le facteur P-TEFb contient le snARN 7SK, et les protéines 
nucléaires, HEXIM, LARP7 et MePCE. Au sein de ce complexe, le snARN 7SK, un abondant 
transcrit de 331 nucléotides produit par l’ARN pol III et très conservé chez les vertébrés, 
fonctionne comme un échafaudage moléculaire pour coordonner les interactions entre les 
différents composants protéiques clés (Zhou and Yik, 2006). Tandis qu’HEXIM inhibe 
l’activité kinase de CDK9 de manière dépendante du snARN 7SK (Michels et al., 2004; Yik 
et al., 2003), LARP7 et MePCE assurent la stabilité du snARN 7SK (He et al., 2008; 
Jeronimo et al., 2007; Krueger et al., 2008). LARP7 est une protéine qui se lie à l’extrémité 
3ƍ-UUU-OH du snARN 7SK et la protège contre la dégradation par des exonucléases (He et 
al., 2008; Krueger et al., 2008; Markert et al., 2008). Dans les cellules, la quasi totalité des 
molécules de snARN 7SK sont liées par LARP7, ce qui explique que la diminution de la 
quantité de LARP7 par ARNi cause une co-dépletion quasi complète du snARN 7SK (He et 
al., 2008; Krueger et al., 2008; Markert et al., 2008). MePCE, quant à elle, contient un 
domaine méthyltransférase et est responsable de l’ajout d’une coiffe Ȗ-monomethyl phosphate 
à l’extrémité 5ƍ du snARN 7SK (Jeronimo et al., 2007). Le snARN 7SK semble coiffé de 
manière co-transcriptionnelle, avant son association au sein d’une snRNP 7SK. Lors de son 
interaction avec LARP7 au sein de la snRNP 7SK, l’activité de MePCE est inhibée, 
probablement à cause de l’occlusion de son site catalytique par LARP7 (Xue et al., 2010). 
Malgré son absence d’activité catalytique au sein de la snRNP 7SK, MePCE présente une 
autre fonction en favorisant l’interaction entre LARP7 et le snARN 7SK, ce qui stabilise le 
snARN 7SK et facilite l’assemblage du sous-complexe stable MePCE–LARP7–7SK (Xue et 
al., 2010). Ainsi, la diminution de la quantité de MePCE dans les cellules par ARNi entraîne 
une réduction des niveaux de snARN 7SK de 50% (Jeronimo et al., 2007; Xue et al., 2010). 
MePCE et LARP7 agissent donc coopérativement pour stabiliser le snARN 7SK et maintenir 
l’intégrité des snRNP 7SK. 
II) Question posée et démarche expérimentale 
Malgré leur importance capitale pour le maintien de la stabilité du snARN 7SK et donc pour 
le maintien d’un équilibre fonctionnel entre les formes active et inactive de P-TEFb, on 
dispose de très peu d’informations concernant la liaison de LARP7 et MePCE au snARN 
7SK. Il a, par exemple, été montré que LARP7 se lie à l’extrémité 3’-UUU-OH du snARN 
7SK. Or, de nombreux autres ARN synthétisés par l’ARN pol III possèdent également ce type 
d’extrémité 3’. Ainsi, plusieurs études ont montré que LARP7 se lie également au snARN U6, 
qui est lui aussi synthétisé par l’ARN pol III et possède donc également une extrémité 3’-
UUU-OH. Une question se pose alors, LARP7 se lie-t-elle spécifiquement au snARN 7SK ou 
se lie-t-elle tout simplement à tous les ARN possédant une extrémité 3’-UUU-OH ? Et, si 
LARP7 ne se lie pas à tous les ARN ayant une extrémité 3’-UUU-OH, quels sont les éléments 
du snARN 7SK déterminant la spécificité de liaison de LARP7 ?  
Quant à MePCE, il a été montré que cette protéine se lie aux snARN 7SK et U6. Néanmoins, 
on ne sait pas si MePCE se lie à d’autres ARN dans les cellules et donc si cette interaction 
avec les snARN U6 et 7SK est spécifique. Et si tel est le cas, quel sont les éléments 
déterminant la spécificité de liaison de MePCE au snARN 7SK ?
Figure 3 : La tige-boucle 3’ du snARN 7SK contient des éléments essentiels pour la 
liaison de LARP7 in vivo 
A) La structure schématique du vecteur d’expression p7SK et les structures secondaires 
prédites des différents snARN 7SK tronqués sont représentées. Les snARN 7SK tronqués ont 
été exprimés transitoirement dans des cellules HeLa. La protéine LARP7 a été 
immunoprécipitée à partir des cellules HeLa transfectées. Les snARN 7SK endogène (7SK) et 
mutants co-précipités avec LARP7 ont été analysés par Northern blot. B) La structure 
secondaire prédite de la tige-boucle située à l’extrémité 3’ du snARN 7SK est représentée. 
Les différentes délétions introduites dans cette structure sont indiquées par des flèches ou une 
boite grisée. Les snARN 7SK portant des délétions dans la tige-boucle 3’ ont été exprimés 
transitoirement dans des cellules HeLa. L’interaction de la protéine LARP7 endogène avec 
ces snARN 7SK mutants a été analysée par co-immunoprécipitations avec un anticorps anti-
LARP7 suivies d’analyses par Northern blot.  
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Afin de déterminer avec quels ARN au sein des cellules interagissent LARP7 et MePCE, nous 
avons, dans un premier temps, réalisé une immunoprécipitation de chacune de ces deux 
protéines, puis extrait les ARN co-précipités qui ont ensuite été analysés par marquage au 
pCp. Pour définir les éléments du snARN 7SK nécessaires pour l’interaction avec LARP7 et 
MePCE, nous avons entrepris une analyse mutationelle du snARN 7SK. Par des expériences 
de co-immunoprécipitation, nous avons testé la capacité de liaison à LARP7 et MePCE d’une 
batterie de snARN 7SK mutants portant différentes délétions ou mutations. 
III) Résultats 
La protéine LARP7 se lie spécifiquement au snARN 7SK in vivo 
Pour déterminer si la protéine LARP7 interagit spécifiquement avec le snARN 7SK ou si elle 
peut également interagir avec d’autres ARN, nous avons immunoprécipité la protéine LARP7 
endogène avec un anticorps anti-LARP7 dans des cellules HeLa en culture. Comme démontré 
par l’analyse en Western blot, la protéine LARP7 endogène est efficacement précipitée (figure 
1A). Après avoir été radiomarqués à leur extrémité 3’, les ARN co-précipités avec LARP7 ont 
été analysés sur un gel dénaturant (figure 1B). L’autoradiographie a révélé que LARP7 se lie 
spécifiquement à deux ARN ayant une mobilité électrophorétique correspondant aux snARN 
U6 et 7SK humains. Pour confirmer l’identité de ces deux ARN, nous avons réalisé des 
analyses en Northern blot en utilisant des oligonucléotides spécifiques des snARN 7SK et U6 
(figure 1C). Ces analyses ont confirmé l’identité des ARN spécifiquement co-précipités dans 
les cellules HeLa avec LARP7 comme étant les snARN U6 et 7SK.     
Il a été montré que LARP7 se lie avec la quasi totalité des molécules de snARN 7SK dans les 
cellules (He et al., 2008; Krueger et al., 2008), mais aucune donnée n’est disponible 
concernant l’interaction de LARP7 avec le snARN U6. Or, il a été montré que la diminution 
des niveaux de LARP7 dans les cellules par ARNi entraîne une co-déplétion du snARN 7SK 
mais n’affecte pas les niveaux de snARN U6 (Krueger et al., 2008). Pour déterminer le 
pourcentage de ces deux snARN associés à LARP7 dans des cellules HeLa, nous avons 
immuno-déplété la protéine LARP7 endogène à partir d’extraits cellulaires. L’efficacité de 
cette déplétion est illustrée par la quantité de LARP7 restant dans les extraits cellulaires après 
immuno-déplétion (figure 2A). Confirmant les résultats obtenus par d’autres, cette immuno-
déplétion de LARP7 cause une co-déplétion quasi complète du snARN 7SK, suggérant que 
LARP7 interagit avec la quasi totalité des molécules de snARN 7SK cellulaires. Néanmoins, 
l’immuno-déplétion de LARP7 n’a pas d’effet significatif sur la quantité de snARN U6 
restant dans les extraits cellulaires (figure 2B), suggérant que LARP7 interagit avec un très 
faible pourcentage des molécules de snARN U6 dans les cellules.  
Plusieurs éléments sont requis pour la liaison de LARP7 au snARN 7SK   
Comme LARP7 se lie spécifiquement au snARN 7SK et non à tous les ARN possédant une 
extrémité 3’-UUU-OH, il est probable que cette extrémité 3’ particulière ne soit pas le seul 
déterminant de l’interaction de LARP7 avec le snARN 7SK. Pour définir les éléments 
structuraux du snARN 7SK humain nécessaires à la liaison de LARP7, une série de mutants 
du snARN 7SK portant des déletions ont été exprimés transitoirement dans des cellules HeLa. 
La capacité de liaison à LARP7 de chacun de ces ARN exprimés de manière ectopique a été 
déterminée par co-immunoprécipitation avec la protéine LARP7 endogène, en utilisant 
l’anticorps anti-LARP7, suivie par une analyse par Northern blot (figure 3A). La co-
précipitation du snARN 7SK endogène avec LARP7 apporte un contrôle positif pour chaque 
réaction d’immuno-précipitation. La délétion de la tige-boucle située à l’extrémité 5’ du 
snARN 7SK (7SK-5’hp), à l’exception des cinq premiers nucléotides de l’ARN (G1 à G5) qui 
Figure 4 : La structure secondaire et la boucle apicale de la structure en tige-boucle 
située à l’extrémité 3’ du snARN 7SK sont essentielles pour la liaison de la protéine 
LARP7 in vivo 
A), B) et C) Les altérations de séquences introduites au sein de la tige-boucle 3’ du snARN 
7SK sont indiquées sur une représentation schématique de la structure secondaire prédite de 
cette région du snARN 7SK. Les régions prédites comme étant appariées (Hp et Hd) sont 
indiquées. L’interaction des mutants du snARN 7SK, exprimés transitoirement dans des 
cellules HeLa, avec la protéine LARP7 endogène a été analysée par co-immunoprécipitation 
avec un anticorps anti-LARP7. Les snARN 7SK mutants et endogène co-précipitées avec 
LARP7 ont été détectés par protection à la RNase A/T1 avec des sondes antisens spécifiques 
de chaque mutant du snARN 7SK.  
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pourraient influencer l’initiation de la transcription, n’a pas d’effet sur son association avec 
LARP7. De même, la délétion de toute la région centrale U116-C295 du snARN 7SK formant 
l’ARN minimal 7SK5’+3’hp, constitué uniquement des tige-boucles situées aux extrémités 5’ 
et 3’ du snARN 7SK, n’abolit pas son association avec LARP7. En revanche, l’ARN minimal 
7SK5’hp, constitué uniquement de la tige-boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK et de 
la série de U constituant le signal de terminaison de la transcription par l’ARN pol III, ne 
s’associe pas avec LARP7. Il semble donc que ni la tige-boucle située à l’extrémité 5’, ni la 
région centrale du snARN 7SK ne contiennent d’élément essentiel pour la liaison de LARP7. 
Par contre, la tige-boucle située à l’extrémité 3’ du snARN 7SK semble comporter des 
éléments nécessaires pour la liaison de LARP7.   
Afin de définir les éléments nécessaires pour la liaison de LARP7 à la tige-boucle 3’ du 
snARN 7SK, nous avons réalisé une analyse mutationelle détaillée de cette région. La 
délétion des régions proximale (d1) ou distale (d2) de la tige-boucle 3’, ou l’élimination de sa 
boucle apicale (d3), abolit la capacité de liaison à LARP7 des trois mutants 7SK-d1, 7SK-d2, 
et 7SK-d3 (figure 3B). De la même façon, la destruction des tiges proximale (Hp) (m44 et 
m40) ou distale (Hd) (m43 et m42), en substituant l’une des séquences appariées par une 
séquence non complémentaire, abolit la liaison de LARP7 (figure 4A). Nous avons ensuite 
restauré les tiges Hp (m44b) et Hd (m43b) en substituant les séquences des régions appariées 
par leur séquence complémentaire (figure 4A). La restauration des tiges rétablit la capacité de 
liaison à LARP7 de ces mutants. Cela suggère que même si leur séquence en nucléotides n’est 
pas un élément critique, les tiges Hp et Hd jouent un rôle essentiel dans la liaison de LARP7. 
La mutation par substitution des nucléotides A296 à A301 (m39), qui semblent relativement 
variables au cours de l’évolution comparativement au reste de la tige-boucle 3’ (Egloff et al., 
2006), ou, des nucléotides C320 et U321 de la boucle latérale (m41) n’affecte pas la liaison de 
LARP7 (figure 4B). Cela suggère que la composition en nucléotides de ces éléments n’est pas 
essentielle pour la liaison de LARP7. Par contre, la mutation par substitution des cinq 
nucléotides constituant la boucle apicale de la tige-boucle 3’ du snARN 7SK (m2) abolit la 
liaison de LARP7 (figure 4B). Au sein de cette boucle apicale, la mutation des nucléotides 
A310 (m53), U311 (m54) ou G314 (m57) n’altère pas la liaison de LARP7. En revanche, la 
mutation des nucléotides G312 (m55) ou U313 (m56) affecte considérablement sa liaison 
(figure 4C). Cela indique que les nucléotides G312 et U313 jouent un rôle important pour la 
liaison de LARP7.  
Ces résultats démontrent qu’en plus de l’extrémité 3’-UUU-OH, la région G302 à C324 de la 
tige-boucle située à l’extrémité 3’ du snARN 7SK est essentielle pour la liaison de LARP7. 
La structure secondaire de cette région de même que la séquence de la boucle apicale 
semblent essentielles pour la liaison de LARP7. En tenant compte de ces éléments, si l’on 
considère la délétion introduite dans le mutant 7SK-d1 (figure 3B), qui d’après nos analyses 
in silico, ne devrait pas affecter la structure de la région distale de la tige-boucle 3’, ni la 
séquence de la boucle apicale, il est surprenant que cette mutation abolisse la liaison de 
LARP7. Néanmoins, cette délétion détruit la boucle latérale située au centre de la tige-boucle 
3’ qui, même si sa séquence n’est pas essentielle pour la liaison de LARP7, peut être un 
élément structural crucial pour la reconnaissance par LARP7. Cette délétion modifie 
également la distance entre la boucle apicale de la tige-boucle 3’ et l’extrémité 3’-UUU-OH 
de l’ARN. Il est donc possible que le maintien de la distance entre les deux éléments du 
snARN 7SK identifiés comme essentiels pour la liaison de LARP7 joue un rôle important 
dans cette liaison. Pour vérifier cette hypothèse, un mutant du snARN 7SK (7SKext) portant 
une extension de 20 nucléotides entre la tige-boucle 3’ et son extrémité 3’-UUU-OH a été 
exprimé transitoirement dans des cellules HeLa en culture et la capacité de liaison de LARP7 
Figure 5 : La distance entre l’extrémité 3’-UUU-OH du snARN 7SK et la boucle apicale de sa 
tige-boucle 3’ est importante pour la liaison de LARP7   
Les structures secondaires prédites des mutants du snARN 7SK sont représentées. L’interaction de 
ces mutants du snARN 7SK, exprimés transitoirement dans des cellules HeLa, avec la protéine 
LARP7 endogène a été analysée par co-immunoprécipitation avec un anticorps anti-LARP7. Les 
snARN 7SK endogène (7SK) et mutants co-précipités avec LARP7 ont été analysés par Northern 
blot.  
Figure 6 : Les éléments de la tige-boucle 3’ du snARN 7SK nécessaires à la liaison de LARP7 
chevauchent les éléments nécessaires à la liaison de P-TEFb 
A) Les éléments nécessaires à la liaison de P-TEFb (en vert) (Egloff et al, 2006) et les éléments 
nécessaires à la liaison de LARP7 (en rouge) sont indiqués sur une représentation schématique de la 
structure secondaire prédite de la tige-boucle 3’ du snARN 7SK. Lorsque la séquence nucléotidique 
est importante, les nucléotides sont colorés. Lorsque la structure est importante, les tirets représentant 
l’appariement des bases sont colorés. La séquence 3’-UUUCUUU-OH n’est pas colorée en rouge 
bien qu’elle soit essentielle à la liaison de LARP7 car son implication dans la liaison de P-TEFb n’a 
pas été étudiée. B) Le mutant 7SKext du snARN 7SK a été exprimé transitoirement dans des cellules 
G3H exprimant stablement la cycline T1 étiquetée HA. L’interaction de ce mutant du snARN 7SK 
avec P-TEFb a été analysée par co-immunoprécipitation avec des billes d’agarose anti-HA (Sigma). 
Les snARN 7SK endogène (7SK) et mutant (7SKext) co-précipités avec P-TEFb ont été analysés par 
Northern blot.   
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à ce mutant a été déterminée par co-immunoprécipitation (figure 5). D’après nos analyses in 
silico réalisées avec le programme RNAfold, l’addition de cette séquence de 20 nucléotides 
ne devrait pas modifier la structure secondaire de la tige-boucle 3’. Néanmoins, cette mutation 
affecte significativement la liaison de LARP7. Cela suggère que la distance entre les deux 
éléments essentiels pour la liaison de LARP7 au snARN 7SK, à savoir la boucle apicale de la 
tige-boucle 3’ et l’extrémité 3’-UUU-OH, est également importante pour la liaison de 
LARP7. Pour confirmer ces résultats, nous avons rétablit la distance nécessaire entre les 
éléments requis pour la liaison de LARP7 en rajoutant une deuxième tige-boucle à la suite de 
l’extension de 20 nucléotides à l’extrémité 3’ du mutant 7SKext. L’ARN 7SKext+3’HP 
résultant a été exprimé transitoirement dans des cellules HeLa et la capacité de liaison de 
LARP7 à cet ARN a été déterminée par co-immunoprécipitation suivie d’une analyse par 
Northern blot (figure 5). Cette mutation restaure parfaitement la liaison de LARP7 au snARN 
7SK, indiquant que le maintien de la distance entre l’extrémité 3’-UUU-OH et la boucle 
apicale de la tige-boucle 3’ du snARN 7SK est essentiel à la liaison de LARP7. 
Les éléments ARN dirigeant la liaison de LARP7 à la tige-boucle 3’ du snARN 7SK 
chevauchent les éléments nécessaires pour la liaison de P-TEFb  
Au cours de l’analyse mutationnelle de la tige-boucle située à l’extrémité 3’ du snARN 7SK, 
nous avons remarqué que les éléments de cette région nécessaires pour la liaison de LARP7 
chevauchent les éléments requis pour la liaison de P-TEFb (figure 6A). Il a été montré qu’au 
sein de la tige-boucle 3’ du snARN 7SK, les éléments essentiels pour la liaison de P-TEFb 
sont les séquences nucléotidiques de la boucle apicale, de la partie proximale Hp de cette tige-
boucle et de la boucle latérale, de même que le maintien de l’appariement des bases de la 
partie distale Hd de cette tige-boucle (Egloff et al., 2006). Or, nous avons montré que la 
séquence de la boucle apicale et l’appariement des bases dans les parties distale Hd et 
proximale Hp de la tige-boucle 3’ du snARN 7SK sont essentiels pour la liaison de LARP7. 
Ainsi, tous les éléments identifiés comme essentiels pour la liaison de LARP7 le sont 
également pour la liaison de P-TEFb. Nous avons également analysé l’effet de l’extension de 
20 nucléotides introduite entre l’extrémité 3’-UUU-OH et la tige-boucle 3’ du snARN 7SK 
sur l’interaction avec P-TEFb. Pour cela, l’ARN 7SKext a été exprimé transitoirement dans des 
cellules humaines G3H, exprimant stablement une version étiquetée HA de la CycT1. La 
capacité de liaison de P-TEFb à cet ARN exprimé de manière ectopique a été déterminée par 
co-immunoprécipitation avec le complexe HA-CycT1/CDK9, suivie par une analyse en 
Northern blot (figure 6B). Cette mutation qui ne modifie aucun des éléments décrits comme 
essentiels pour la liaison de P-TEFb mais qui affecte sévèrement la liaison de LARP7, affecte 
également la liaison de P-TEFb, confirmant les résultats obtenus. Sans exception, toutes les 
altérations du snARN 7SK affectant la liaison de LARP7 affectent également la liaison de P-
TEFb. Sachant qu’in vitro CDK9 peut interagir directement avec LARP7 (Markert et al., 
2008) et que LARP7 peut interagir avec le snARN 7SK en l’absence de P-TEFb, ces résultats 
suggèrent que la liaison de P-TEFb à la tige-boucle 3’ du snARN 7SK pourrait être médiée 
par LARP7. Néanmoins, certains éléments essentiels pour la liaison de P-TEFb à la tige-
boucle 3’, tels que la séquence de la boucle latérale ou la séquence de la tige proximale Hp, ne 
sont pas requis pour la liaison de LARP7. Cela suggère que le recrutement de P-TEFb au 
niveau de la tige-boucle 3’ du snARN 7SK nécessite également un autre type d’interaction 
intermoléculaire avec la tige-boucle 3’.  
La protéine MePCE se lie spécifiquement au snARN 7SK in vivo
Pour déterminer si la protéine MePCE interagit uniquement avec le snARN 7SK ou si elle 
peut également interagir avec d’autres ARN, la protéine MePCE étiquetée Myc-FLAG à son 
extrémité carboxy-terminale a été exprimée transitoirement dans des cellules HeLa en culture. 
Figure 7 : La protéine MePCE interagit avec les snARN 7SK, U6 et U4 in vivo 
A) La protéine MePCE-FLAG (MePCE-FL) a été exprimée transitoirement dans des cellules 
HeLa. MePCE-FL a été immunoprécipitée (anticorps α-FLAG) à partir de cellules 
transfectées (MePCE-FL) ou non (NT). La précipitation de MePCE et la co-précipitation de 
LARP7 ont été analysées par Western blot. B) Les ARN co-précipités avec MePCE-FL ont 
été radiomarqués puis séparés sur un gel dénaturant. C) Pour confirmer l’identité de l’ARN 
ayant une mobilité électrophorétique similaire à celle du snARN U4, les ARN co-précipités 
avec MePCE ont été analysés par Northern blot en utilisant un oligonucléotide spécifique du 
snARN U4.  
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La capacité de liaison de cette protéine exprimée ectopiquement aux ARN cellulaires a été 
déterminée par co-immunoprécipitation avec un anticorps anti-FLAG. Comme démontré par 
l’analyse par Western blot, la protéine MePCE-FLAG est efficacement exprimée dans les 
cellules HeLa en culture et interagit avec la protéine LARP7 endogène (figure 7A). Après 
avoir été radiomarqués à leur extrémité 3’, les ARN co-précipités avec MePCE-FLAG ont été 
analysés sur un gel dénaturant (figure 7B). Confirmant les résultats obtenus par d’autres 
équipes (Jeronimo et al., 2007), l’autoradiographie a révélé que MePCE-FLAG se lie 
spécifiquement à deux ARN ayant une mobilité électrophorétique correspondant aux snARN 
U6 et 7SK humains. De façon surprenante, cette analyse montre que MePCE-FLAG interagit 
également avec un troisième ARN ayant une mobilité électrophorétique correspondant au 
snARN U4. Pour confirmer l’identité de cet ARN ayant une mobilité électrophorétique 
correspondant au snARN U4, nous avons réalisé une analyse par Northern blot en utilisant un 
oligonucléotide spécifique du snARN U4 (figure 7C). Ces analyses ont confirmé l’identité du 
troisième ARN spécifiquement co-précipité avec MePCE-FLAG dans les cellules HeLa 
comme étant le snARN U4.     
N’ayant pas d’anticorps nous permettant de précipiter efficacement la protéine MePCE 
endogène, nous n’avons pas pu réaliser d’immuno-déplétion de cette protéine afin de 
déterminer la fraction de snARN 7SK associée à cette protéine.  
MePCE s’associe au snARN 7SK même lorsqu’il ne porte pas de coiffe Ȗ-monomethyl 
phosphate
Dans les cellules humaines, la protéine MePCE se lie donc spécifiquement aux snARN U6 et 
7SK qui sont les deux seuls snARN humains identifiés à ce jour comme possédant une coiffe 
Ȗ-monomethyl phosphate. Il est donc possible qu’après avoir méthylé le phosphate en position 
Ȗ du premier nucléotide en 5’ du snARN 7SK, MePCE reste associée à cette structure 
particulière. Pour vérifier si MePCE se lie uniquement à cette structure particulière du snARN 
7SK, nous avons placé le snARN 7SK sous le contrôle du promoteur du gène codant le 
snARN U1, qui est lui synthétisé par l’ARN pol II, afin d’obtenir un snARN 7SK ne 
possédant pas la coiffe Ȗ-monomethyl phosphate. En effet, les ARN synthétisés par l’ARN 
pol II sont modifiés co-transcriptionnellement par l’addition d’une coiffe 7-methyl 
G5’ppp5’N (m7G) lorsque la taille du transcrit naissant atteint entre 25 et 50 nucléotides. Il 
est donc probable que le snARN 7SK exprimé sous le contrôle du promoteur du gène codant 
le snARN U1 possèdera une coiffe m7G. Nous avons donc construit un vecteur d’expression 
contenant le promoteur du gène U1, en aval duquel nous avons placé la séquence codante du 
snARN 7SK, séparée de la boite 3’ de U1 par l’extension normalement retrouvée à 
l’extrémité 3’ du pre-snARN U1 (figure 8A). Pour pouvoir distinguer cet ARN exprimé 
ectopiquement dans des cellules HeLa du snARN 7SK endogène, une mutation de la boucle 
apicale de la troisième structure en tige-boucle du snARN 7SK (M11), n’affectant pas la 
liaison de MePCE (figure 8A), a été introduite dans cet ARN et des protections à la RNase 
A/T1 ont été réalisées en utilisant une sonde ARN antisens spécifique du mutant. Bien que 
son accumulation soit relativement faible par rapport au niveau de snARN 7SK endogène, le 
snARN 7SK mutant placé sous le contrôle du promoteur du gène U1 est exprimé dans les 
cellules HeLa et présente une mobilité électrophorétique correspondant à celle du snARN 
7SK endogène. Cela suggère que l’extension en 3’ que nous avons introduite entre la série de 
U, formant normalement l’extrémité 3’-OH du snARN 7SK, et la boite 3’ de U1, servant de 
terminateur de la transcription, a été dégradée. Pour vérifier que cet ARN est bien synthétisé 
par l’ARN pol II, les cellules ont été traitées avec de l’α-amanitine (1 μg.mL-1) qui, à de 
faibles concentrations, inhibe la transcription par l’ARN pol II mais n’affecte pas la 
transcription par l’ARN pol III. Nous avons confirmé, en quantifiant par Q-RT-PCR les 
Figure 8 : MePCE interagit avec le snARN 7SK même lorsque ce dernier ne porte pas de 
coiffe Ȗ-monomethyl phosphate 
A) Représentation schématique du vecteur d’expression pU1-M11 contenant le promoteur du 
gène U1, en aval duquel est placée la séquence codante (flèche ouverte) du mutant M11 du 
snARN 7SK, séparée de la boite 3’ de U1 par l’extension normalement retrouvée à l’extrémité 
3’ du pré-snARN U1. La mutation M11 est représentée. L’interaction de MePCE avec le 
mutant 7SK-M11 (mutant M11 placé sous le contrôle du promoteur du gène 7SK) a été 
analysée par co-immunoprécipitations suivie par des protections à la RNase A/T1 en utilisant 
une sonde ARN antisens spécifique du mutant. L’accumulation dans des cellules HeLa du 
mutant U1-M11 (mutant M11 placé sous le contrôle du promoteur du gène U1) exprimé 
transitoirement a été analysée par une expérience de protection à la RNase A/T1 en utilisant 
une sonde spécifique de ce mutant. B) Les snARN 7SK-M11 et U1-M11 ont été exprimés 
transitoirement dans des cellules HeLa. Ces cellules ont ensuite été traitées (Ext α-amanitin) 
ou non (Ext Not treated) avec de l’α-amanitine (1 μg.mL-1). La production des snARN 7SK-
M11 et U1-M11 a ensuite été analysée par des protections à la RNase A/T1. C) La présence 
d’une coiffe Ȗ-monomethyl phosphate à l’extrémité 5’ du snARN U1-M11 a été analysée par 
immunoprécipitation avec un anticorps anti-m7G reconnaissant spécifiquement la coiffe 7-
methyl G5’ppp5’N, suivie par une protection à la RNase A/T1. D) L’interaction du mutant 
U1-M11 avec les protéines LARP7 étiquetée FLAG et MePCE-FL, exprimées ectopiquement 
dans des cellules HeLa, a été analysée par co-immunoprécipitations suivies de protections à la 
RNase A/T1.
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niveaux de pré-snARN U2 et d’ARNr 5S produits dans ces cellules par rapport à des cellules 
HeLa non traitées, que le traitement effectué inhibe la transcription par l’ARN pol II mais 
n’affecte pas la transcription par l’ARN pol III. Les protections à la RNase A/T1 montrent 
que le traitement des cellules avec l’α-amanitine affecte la synthèse de l’ARN mutant M11 
placé sous le contrôle du promoteur du gène U1 (U1-M11), tandis qu’elle n’affecte ni la 
transcription du M11 placé sous le contrôle de son propre promoteur (7SK-M11), ni la 
transcription du snARN 7SK endogène (figure 8B). L’ARN U1-M11 exprimé ectopiquement 
est donc synthétisé par l’ARN pol II. Pour vérifier que cet ARN synthétisé par l’ARN pol II 
possède une coiffe différente du snARN 7SK endogène, nous avons réalisé des 
immunoprécipitations en utilisant un anticorps anti-m7G reconnaissant spécifiquement la 
coiffe 7-methyl G5’ppp5’N (figure 8C). Contrairement au snARN 7SK endogène, le snARN 
7SK synthétisé par l’ARN pol II est précipité par l’anticorps anti-m7G, confirmant que cet 
ARN exprimé ectopiquement possède une coiffe différente de celle du snARN 7SK 
endogène. Enfin, avant d’analyser la capacité de liaison de MePCE à cet ARN, nous avons 
vérifié que ce dernier est correctement replié à son extrémité 3’ et que la séquence 3’-UUU-
OH du snARN 7SK n’est pas affectée par la dégradation de l’extension 3’. Pour cela, nous 
avons analysé la capacité de liaison de la protéine LARP7 étiquetée FLAG, exprimée 
ectopiquement dans des cellules HeLa, avec cet ARN par des co-immunoprécipitations 
suivies de protections à la RNase A/T1 (figure 8D). De façon surprenante LARP7 interagit 
avec cet ARN plus fortement qu’avec le snARN 7SK endogène, indiquant qu’il est 
probablement correctement replié. Nous avons ensuite analysé la capacité de liaison à cet 
ARN de MePCE (figure 8D). De façon surprenante, tout comme c’est le cas de LARP7, la 
protéine MePCE-FLAG interagit avec cet ARN synthétisé par l’ARN pol II plus fortement 
qu’avec le snARN 7SK endogène. Ces résultats suggèrent que la présence de la coiffe Ȗ-
monomethyl phosphate sur le snARN 7SK n’est pas essentielle pour la liaison de MePCE.  
Plusieurs éléments sont requis pour la liaison de MePCE au snARN 7SK   
Si la coiffe Ȗ-monomethyl phosphate du snARN 7SK n’est pas l’élément déterminant la 
liaison de MePCE, d’autres éléments de cet ARN sont probablement à l’origine de cette 
liaison. Afin de déterminer ces éléments, nous avons analysé l’interaction d’ARN 7SK 
tronqués, exprimés transitoirement dans des cellules HeLa en culture, avec MePCE-FLAG 
par des co-immunoprécipitations avec un anticorps anti-FLAG suivies par des analyses par 
Northern blot (figure 9). L’ARN minimal 7SK5’+3’hp, constitué des tige-boucles situées aux 
extrémités 5’ et 3’ du snARN 7SK mais présentant une délétion de toute sa région centrale 
U116-C295, interagit avec MePCE (figure 9A). De même, les ARN 7SK-5’hp, 7SK-5’hpdist 
et 7SK-5’hpprox portant des délétions dans la tige-boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 
7SK, interagissent avec MePCE (figure 9B). Enfin, bien que sa capacité à interagir avec 
MePCE soit réduite, l’ARN minimal 7SK5’hp, constitué uniquement de la tige-boucle située 
à l’extrémité 5’ du snARN 7SK et de la série de U constituant le signal de terminaison de la 
transcription par l’ARN pol III, s’associe avec MePCE (figure 9C). Nous avons donc délété 
toutes les régions du snARN 7SK, à l’exception des premiers nucléotides situés à la base de la 
tige-boucle 5’ du snARN 7SK (G1 à G5), sans qu’aucune de ces mutations n’abolisse la 
liaison de MePCE. Cela suggère que les éléments nécessaires à la liaison de la protéine 
MePCE pourraient se situer à la base de la tige-boucle 5’ du snARN 7SK. Or, il a été montré 
que le signal d’ajout de la coiffe Ȗ-monomethyl phosphate aux snARN U6 et 7SK comprend 
une tige-boucle située à l’extrémité 5’ de l’ARN suivie d’une courte région simple brin. La 
taille de la tige-boucle varie entre ces ARN sans que cela n’affecte significativement 
l’efficacité d’ajout de la coiffe (Shumyatsky et al., 1994). Même si la coiffe Ȗ-monomethyl 
phosphate ne semble pas essentielle pour la liaison de MePCE au snARN 7SK, il est possible 
Figure 9 : Aucun élément du snARN 7SK ne semble essentiel pour la liaison de MePCE 
en présence de LARP7
A), B) et C) Les structures secondaires prédites des différents snARN 7SK tronqués sont 
représentées. Les snARN 7SK tronqués et la protéine MePCE-FL ont été co-exprimés 
transitoirement dans des cellules HeLa. La protéine MePCE-FL a été immunoprécipitée à 
partir des cellules HeLa transfectées. La co-précipitation avec MePCE-FL des snARN 7SK 
endogène (7SK) et mutants a été analysée par Northern blot.  
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que les éléments constituant le signal d’ajout de la coiffe, qui sont donc reconnus par MePCE, 
soient eux importants pour cette liaison. Ainsi, afin de définir précisemment le site de liaison 
de MePCE sur le snARN 7SK, de nouveaux mutants ont été produits à partir de l’ARN 
minimal 7SK5’hp. En effet, si l’on compare les résultats obtenus avec l’ARN minimal 
7SK5’hp (figure 9C) et l’ARN minimal 7SK5’+3’hp (figure 9A), la délétion de la tige-boucle 
3’ affecte significativement la liaison de MePCE au snARN 7SK. Or, comme nous l’avons 
montré la protéine LARP7 se lie à la tige-boucle 3’ du snARN 7SK, et une interaction entre 
MePCE et LARP7, indépendante du snARN 7SK, a été mise en évidence (Barboric et al., 
2009; Xue et al., 2010). Il est donc possible que LARP7 stabilise l’interaction entre MePCE et 
le snARN 7SK, auquel cas, il sera plus facile de définir le site de liaison de MePCE en 
s’affranchissant de la liaison de LARP7. L’association de ces ARN mutés avec MePCE-
FLAG a été analysée par co-immunoprécipitations suivies par des Northern blot (figure 10A). 
Nous avons ainsi montré que les mutations des nucléotides G2 (5’hp1) ou A3 (5’hp2) du 
snARN 7SK abolissent l’interaction de MePCE, tandis que la mutation du nucléotide U4 
(5’hp3) n’affecte pas significativement cette interaction. L’importance du premier nucléotide 
(G1), situé à l’extrémité 5’ du snARN 7SK, pour la liaison de MePCE, n’a pas pu être 
déterminée car la mutation de ce nucléotide entraîne un défaut sévère d’accumulation de ce 
mutant (données non montrées), qui peut être lié soit à un défaut de transcription, soit à un 
problème de stabilité de cet ARN. Par ailleurs, la mutation des nucléotides U106, C107 et 
C108 (5’hp4), qui dans le contexte de l’ARN minimal 7SK5’hp sont vraisemblablement 
appariés aux nucléotides G1, G2 et A3 situés à l’extrémité 5’ du snARN 7SK, abolit la liaison 
de MePCE. Ainsi, les nucléotides G2, A3, et les nucléotides qui leur sont appariés dans le 
contexte de l’ARN minimal 7SK5’hp, semblent essentiels pour la liaison de MePCE. 
Néanmoins, ces mutations abolissant l’appariement des nucléotides situés à la base de la tige-
boucle 5’, il est possible que seule la structure secondaire de la base de la tige-boucle 5’ du 
snARN 7SK soit cruciale pour la liaison de MePCE. Par ailleurs, la mutation des trois 
premiers nucléotides A109, U110 et G111 de la région suivant la tige-boucle 5’ du snARN 
7SK (5’hp5), qui dans le contexte de l’ARN minimal 7SK5’hp sont vraisemblablement non 
appariés, abolit également la liaison de MePCE, indiquant que la composition en nucléotides 
de cette région simple brin suivant la tige-boucle 5’ du snARN 7SK est essentielle pour la 
liaison de MePCE.  
Pour confirmer ces résultats dans le contexte du snARN 7SK pleine taille, nous avons 
introduit des mutations dans les éléments identifiés ci-dessus comme importants pour la 
liaison de MePCE dans une construction portant également une mutation abolissant la liaison 
de LARP7 (mutant m2, figure 4B). Néanmoins, nous n’avons pas pu analyser l’interaction de 
MePCE-FLAG avec ces nouveaux mutants, car aucun d’entre eux ne s’accumule 
suffisamment dans les cellules HeLa en culture (données non montrées). Cela pourrait être dû 
au fait qu’ayant perdu leur capacité de liaison aux protéines MePCE et LARP7, ces ARN sont 
rapidement dégradés par des exonucléases après leur synthèse. Nous avons donc introduit ces 
mêmes mutations dans l’ARN minimal 7SK5’+3’hp qui semble plus stable que le snARN 
7SK pleine taille. La mutation des nucléotides G2, A3 et U4 au sein de l’ARN minimal 
7SK5’+3’hp (5’+3’hp1), qui n’affecte pas l’interaction de LARP7, diminue significativement 
la liaison de MePCE (figure 10B). Lorsqu’une mutation abolissant la liaison de LARP7 est 
introduite dans cette construction (5’+3’hp2), cela abolit l’interaction de MePCE. Nous avons 
ainsi confirmé que les nucléotides G2 et A3 du snARN 7SK sont importants pour la liaison de 
MePCE, qui est stabilisée par la liaison de LARP7 au snARN 7SK.   
Figure 10 : Eléments requis pour la liaison de MePCE au snARN 7SK 
A) La structure secondaire prédite du snARN 7SK minimal 5’hp ainsi que les mutations qui 
ont été introduites dans cet ARN minimal sont représentées. Les snARN 7SK minimaux 
mutés et la protéine MePCE-FL ont été co-exprimés transitoirement dans des cellules HeLa. 
La protéine MePCE-FL a été immunoprécipitée à partir des cellules HeLa transfectées. La co-
précipitation avec MePCE-FL des snARN 7SK endogène (7SK) et minimaux mutés (5’hp) a 
été analysée par Northern blot. 
B)  La structure secondaire prédite du snARN 7SK minimal 5’+3’hp ainsi que la mutation qui 
a été introduite dans l’ARN minimal 5’+3’hp1 sont représentées. L’ARN minimal 5’+3’hp2 
porte la mutation représentée sur le schéma (5’+3’hp1) ainsi qu’une mutation dans la boucle 
apicale de la tige-boucle 3’ (non représentée). Les snARN 7SK minimaux mutés ont été 
exprimés transitoirement dans des cellules HeLa. Leur interaction avec la protéine LARP7 
endogène a été analysée par co-immunoprécipitation avec un anticorps anti-LARP7 suivie par 
des Northern blot. Dans un deuxième temps, les snARN 7SK minimaux mutés et la protéine 
MePCE-FL ont été co-exprimés transitoirement dans des cellules HeLa. La protéine MePCE-
FL a été immunoprécipitée à partir des cellules HeLa transfectées. La co-précipitation avec 
MePCE-FL des snARN 7SK endogène (7SK) et minimaux mutés (5’+3’hp) a été analysée par 
Northern blot. 
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Par des analyses mutationelles détaillées, nous avons défini les éléments du snARN 7SK 
nécessaires pour la liaison des protéines LARP7 et MePCE, qui stabilisent le snARN 7SK et 
facilitent l’assemblage de la snRNP 7SK coeur. Les éléments nécessaires pour l’interaction de 
LARP7 sont situés dans la région 3’ du snARN 7SK, tandis que les éléments nécessaires pour 
l’interaction de MePCE sont situés dans la région 5’ du snARN 7SK. En accord avec leur rôle 
crucial dans le maintien de la stabilité du snARN 7SK, les éléments identifiés comme étant 
essentiels pour la liaison de LARP7 et MePCE au snARN 7SK sont très conservés au cours de 
l’évolution (Egloff et al., 2006).  
L’analyse mutationelle détaillée de la région 3’ du snARN 7SK montre que toute altération de 
cette région de l’ARN affectant la liaison de LARP7, affecte également la liaison de P-TEFb. 
Cela suggère que l’interaction entre P-TEFb et le snARN 7SK dans cette région est 
dépendante d’une interaction protéine-protéine entre LARP7 et P-TEFb.  
V) Matériel et méthodes  
V-1) Culture cellulaire 
Les cellules humaines HeLa et les cellules G3H exprimant stablement la CycT1 étiquetée HA, 
ont été cultivées dans une atmosphère à 37°C et 5% de CO2 dans du milieu DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle medium) supplémenté de 10% de sérum de veau foetal 
décomplémenté 1h à 56°C. Les cellules HeLa et G3H ont été transfectées par les différents 
vecteurs d’expression en suivant le protocole standard de transfection au JetPrime (Polyplus 
transfection). Les cellules ont été traitées ou non à l’α-amanitine (1μg.mL-1) pendant 1 heure.  
V-2) Immunoprécipitations 
Les cellules ont été lavées dans du tampon PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM 
Na2HPO4, 1,7 mM KH2PO4), resuspendues dans 500 μL de tampon NET-2 (150 mM NaCl, 
0.05% Nonidet P-40, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5) et soniquées 5 fois 30 sec. Les débris 
cellulaires ont été collectés par centrifugation à 15000g pendant 10 min à 4°C. Le surnageant 
a ensuite été clarifié par une ultracentrifugation à 60000 rpm pendant 1h à 4°C. Le surnageant 
a ensuite été incubé pendant 1h en présence de 20 μL de billes protéine A-agarose (Sigma) 
saturées avec l’anticorps anti-LARP7 (Euromedex, ARP40847_P050) ou en présence de 20 
μL de billes anti-FLAG M2 (Sigma, A2220) ou de billes d’agarose anti-HA (Sigma). Après 
immunoprécipitation, les billes ont été lavées 5 fois avec 1 mL de tampon NET-2. Les ARN 
ont été extraits par traitement des billes à la protéinase K (0,2 mg/mL) suivi d’une extraction 
au phénol/chloroforme.  
V-3) Analyse des ARN 
Pour les Northern blot, les ARN ont été séparés sur gel d’acrylamide 6% et electro-transférés 
sur une membrane Hybond-N (Amersham). Pour la détection des snARN 7SK endogènes et 
mutants, les oligonucléotides GTGTCTGGAGTCTTGGAAGC ou 
CATGGAGCGGTGAGGGAGGA complémentaires de différentes régions du snARN 7SK 
ont été utilisés comme sonde après avoir été marqués à leur extrémité 5’ par la T4 
polynucléotide kinase en présence de [γ-32P]-ATP (3000 Ci/mmol, Perkin Elmer). Le [γ-32P]-
ATP non incorporé a été séparé des oligonucléotides marqués par un passage sur une colonne 
Sephadex G-25. 
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Le protocole utilisé pour les protections à la RNase A/T1 a été décrit précédemment (Goodall 
et al., 1990). Pour synthétiser les sondes ARN antisens spécifiques, les vecteurs d’expression 
de 7SK appropriés ont été linéarisés et utilisés comme matrice pour des transcriptions in vitro
avec l’ARN pol T7 en présence de [α-32P]-CTP (3000 Ci/mmol, Perkin Elmer).   
Pour le marquage à l’extrémité 3’, les ARN co-immunoprécipités avec les protéines LARP7 
endogène ou MePCE-FLAG ont été incubés sur la nuit à 4°C en présence de [5’-32P]pCp et de 





PARTIE III  
-DISCUSSION- 
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Figure 34 : Sites de liaison d’HEXIM sur le snARN 7SK 
Les motifs A34-C45/G64-A77 et C12-A27/U84-U95 (représentés en rouge) localisés 
respectivement dans les parties distale et proximale de la tige-boucle 5’ du snARN 7SK sont 
impliqués dans la liaison d’un dimère d’HEXIM (Muniz et al, 2010).  
Une analyse par Résonnance Magnétique Nucléaire a montré que le motif G42-C45/G64-C67 
ainsi que les boucles latérales constituées d’uridines l’entourant (encadré en orange) sont 
requis pour la liaison d’HEXIM (Lebars et al, 2010).  
Enfin, il a été montré qu’HEXIM contacte également spécifiquement le nucléotide U30 da la 
tige-boucle 5’ du snARN 7SK (entouré en vert) (Bélanger et al, 2009). 

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Chapitre I : Contrôle de l’activité cellulaire de P-TEFb par la 
protéine Tat du VIH-1 
I) Les éléments du snARN 7SK importants pour la liaison des 
protéines HEXIM 
Comme nous l’avons vu dans le chapitre III, la liaison d’un dimère d’HEXIM au snARN 7SK 
est un pré-requis pour la séquestration de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK. Tous les 
éléments nécessaires pour la liaison d’HEXIM au snARN 7SK sont localisés dans la tige-
boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK (Egloff et al., 2006). Une analyse mutationnelle 
nous a permis de montrer que deux motifs distincts, l’un situé dans la partie proximale (C12-
A27/U84-U95) et l’autre dans la partie distale (A34-C45/G64-A77) de la tige-boucle 5’ du 
snARN 7SK, sont impliqués dans la liaison d’un dimère d’HEXIM (figure 34). Ainsi, une 
altération de la séquence de l’un ou l’autre de ces deux motifs abolit l’interaction d’HEXIM 
avec le snARN 7SK in vivo. Ces deux motifs de liaison fonctionnent donc de manière 
interdépendante et sont tous deux essentiels pour la liaison des protéines HEXIM au snARN 
7SK in vivo. De plus, la liaison d’HEXIM étant un pré-requis pour la séquestration de P-TEFb 
au sein de la snRNP 7SK, l’altération de l’un ou l’autre de ces deux motifs abolit également 
l’interaction de P-TEFb avec le snARN 7SK in vivo. Ces résultats sont en accord avec les 
résultats d’une analyse détaillée de la liaison d’HEXIM sur le snARN 7SK par Résonance 
Magnétique Nucléaire (RMN) (Lebars et al., 2010). En effet, cette étude confirme que le 
motif G42-C45/G64-C67 (GAUC/GAUC), qui fait partie du motif A34-C45/G64-A77 que 
nous avons identifié, est important pour la liaison d’HEXIM au snARN 7SK (figure 34). La 
conservation de ce motif au cours de l’évolution (Marz et al., 2009), souligne son rôle 
essentiel pour la fonction du snARN 7SK. Cette étude par RMN montre que la liaison 
d’HEXIM requiert également la présence de deux boucles latérales (bulges) constituées 
d’uridines entourant le motif G42-C45/G64-C67 (figure 34). Cette analyse, bien que très 
détaillée, ne fait pas état du motif de liaison d’HEXIM dans la partie proximale de la tige-
boucle 5’. Cela peut s’expliquer par le fait que dans cette étude, les auteurs se sont plus 
particulièrement penchés sur l’analyse de la partie distale de la tige-boucle 5’ du snARN 7SK 
(Lebars et al., 2010). 
Par ailleurs, de façon intéressante, cette étude montre que la liaison d’un peptide représentant 
l’ARM (motif riche en arginines, impliqué dans la liaison au snARN 7SK) d’HEXIM au 
snARN 7SK ouvre le motif GAUC/GAUC important pour la liaison d’HEXIM. La liaison de 
ce peptide entraîne également une stabilisation du motif C37-A39/U68-G70 situé en dessous 
du motif GAUC/GAUC sur la tige-boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK (Lebars et 
al., 2010). Cela montre que, tout comme HEXIM (Barboric et al., 2005), le snARN 7SK subit 
un changement conformationnel lors de l’interaction avec HEXIM. 
Enfin, une étude a montré qu’HEXIM interagit également avec le nucléotide U30 qui est situé 
sur la tige-boucle 5’ du snARN 7SK, entre les deux motifs de liaison que nous avons 
identifiés comme importants pour la liaison d’HEXIM (figure 34) (Belanger et al., 2009). 
Cela suggère que les changements conformationnels induits au sein des protéines HEXIM 
(Barboric et al., 2005; Michels et al., 2004) et du snARN 7SK (Lebars et al., 2010) par la 
liaison d’un dimère d’HEXIM à la tige-boucle 5’ du snARN 7SK favorisent la mise en place 
de nouveaux contacts entre HEXIM et le snARN 7SK.  
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II) Libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK par la protéine 
virale Tat 
P-TEFb est un co-facteur essentiel pour une transcription efficace du génome du VIH-1 
intégré. Or, environ 50% des complexes P-TEFb cellulaires sont séquestrés au sein de la 
snRNP 7SK/HEXIM/P-TEFb qui représente donc un réservoir important de P-TEFb. Il a été 
montré que l’infection par le VIH-1 de lymphocytes primaires ou de cellules en culture 
entraîne une diminution des niveaux de snRNP 7SK contenant le complexe P-TEFb (Barboric 
et al., 2007; Sedore et al., 2007). Il semble que la protéine Tat du VIH-1 puisse être 
responsable du désassemblage de la snRNP 7SK dans les cellules infectées. En effet, 
l’expression de Tat dans des cellules en culture entraîne la libération de P-TEFb à partir des 
snRNP 7SK en l’absence de tout autre ARN, ADN ou protéine du VIH-1. La libération des 
complexes P-TEFb permet d’augmenter le niveau de P-TEFb libre disponible pour la 
transcription du génome proviral.  
Les résultats que nous avons obtenus montrent l’existence d’une compétition entre HEXIM et 
Tat pour la liaison au snARN 7SK in vivo. En effet, dans des cellules humaines en culture, la 
protéine Tat du VIH-1 s’associe spécifiquement au snARN 7SK. Or, les éléments nécessaires 
pour la liaison de Tat au snARN 7SK appartiennent tous au motif de liaison d’HEXIM situé 
dans la partie distale de la tige-boucle 5’ du snARN 7SK. Nos résultats montrent que 
l’expression de Tat dans des cellules en culture perturbe l’interaction entre HEXIM et le 
snARN 7SK. Le désassemblage de la snRNP 7SK provoqué par Tat semble être lié à sa 
capacité de liaison à l’ARN et non à sa capacité de liaison à la CycT1 du complexe P-TEFb. 
Ces résultats sont en accord avec une étude menée in vitro montrant que la protéine Tat entre 
en compétition avec HEXIM pour la liaison au snARN 7SK (Sedore et al., 2007).  
Néanmoins, d’autres études proposent que la libération de P-TEFb de la snRNP 7SK par Tat 
repose sur une compétition entre Tat et HEXIM pour la liaison à la sous-unité CycT1 du 
complexe P-TEFb. En effet, il a notamment été montré que HEXIM1 et Tat se lient à la 
CycT1 de façon mutuellement exclusive (Schulte et al., 2005). L’interaction de forte affinité 
entre Tat et la région de la CycT1 qui est normalement contactée par HEXIM avec une plus 
faible affinité permet à Tat de déplacer directement HEXIM de la CycT1 (Barboric et al., 
2007; Dames et al., 2007). De plus, une étude a montré que Tat peut former, un complexe 
stable avec P-TEFb et tous les autres composants de la snRNP 7SK à l’exception d’HEXIM. 
La formation de ce complexe semble impliquer une compétition entre Tat et HEXIM pour la 
liaison à la CycT1 indépendante de leur capacité de liaison à l’ARN (Sobhian et al., 2010).  
Une étude menée in vitro a montré que le domaine de liaison à la CycT1 et le domaine de 
liaison à l’ARN de Tat jouent tous deux un rôle important dans la libération de P-TEFb de la 
snRNP 7SK (Krueger et al., 2010). Ces résultats suggèrent un modèle dans lequel le 
désassemblage efficace de la snRNP 7SK pourrait être causé par une compétition entre Tat et 
HEXIM pour la liaison au snARN 7SK et pour la liaison à P-TEFb. L’implication de deux 
domaines différents de la protéine Tat dans la compétition avec HEXIM pourrait expliquer 
pourquoi Tat est aussi efficace dans la libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK. Par 
ailleurs, la libération de P-TEFb et HEXIM à partir de la snRNP 7SK s’accompagne d’un 
changement conformationnel au sein de la tige-boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK 
qui empêcherait sa ré-association avec HEXIM (Krueger et al., 2010). Ce changement 
conformationnel pourrait expliquer nos résultats montrant que l’expression de Tat dans des 
cellules en culture n’affecte pas le niveau de snRNP 7SK/hnRNP. En effet, comme nous 
l’avons montré, Tat n’entre pas en compétition avec les hnRNP pour la liaison au snARN 
7SK et elle ne s’associe pas aux snRNP 7SK/hnRNP. Ces résultats pourraient donc 
s’expliquer par le fait qu’au sein des molécules de snARN 7SK associées aux hnRNP, la 
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conformation de la tige-boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK est telle que le motif de 
liaison de Tat est masqué, empêchant sa liaison.  
Des co-facteurs de Tat pourraient également jouer un rôle dans la libération de P-TEFb à 
partir de la snRNP 7SK. La phosphatase PP1α, par exemple, pourrait aider Tat à 
désassembler le snRNP 7SK. Comme nous l’avons déjà évoqué, en réponse à un stress, cette 
enzyme déphosphoryle la Thr186 localisée dans la boucle T de CDK9, ce qui entraîne la 
libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK (Chen et al., 2008). De façon intéressante, il a 
été montré que Tat se lie directement à PP1α (Ammosova et al., 2005), ce qui pourrait 
entraîner l’association de cette phosphatase avec la snRNP 7SK, induisant ainsi son 
désassemblage. En effet, il a récemment été montré que l’inhibition de PP1α dans des cellules 
en culture entraîne une augmentation des niveaux de snRNP 7SK et bloque l’activation de la 
transcription par Tat et la réplication du VIH-1 (Ammosova et al., 2011b).   
Enfin, une autre étude montre que Tat s’associe à P-TEFb au sein de la snRNP 7SK et que le 
complexe ainsi formé est recruté au niveau du complexe de pré-initiation sur le promoteur 
LTR du VIH-1 (D'Orso and Frankel, 2010). Le recrutement de ce complexe se produit avant 
l’initiation de la transcription et donc en l’absence de l’ARN TAR. La synthèse de l’ARN 
TAR permettrait le désassemblage de la snRNP 7SK et la libération de P-TEFb nécessaire 
pour activer la transcription du génome proviral (D'Orso and Frankel, 2010). Néanmoins, les 
niveaux de snRNP 7SK détectés au niveau du promoteur LTR sont relativement faibles et ne 
peuvent pas expliquer les niveaux élevés de P-TEFb récrutés au niveau du LTR lors de la 
transactivation de la transcription par Tat. Cela suggère qu’en plus des molécules de P-TEFb 
ainsi pré-chargées sur le promoteur LTR du VIH-1, le recrutement de molécules de P-TEFb 
libres supplémentaires est requis pour une transactivation efficace de la transcription par Tat.  
Ces différents mécanismes, impliqués dans la libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK, 
fonctionnent probablement en synergie pour assurer une transactivation efficace de la 
transcription du génome proviral intégré.     
Néanmoins, comme nous l’avons déjà évoqué, P-TEFb n’est pas le seul facteur d’élongation 
recruté par Tat pour activer la transcription du génome proviral intégré. En effet, la protéine 
Tat recrute le SEC au niveau du LTR du VIH-1 en interagissant avec l’ARN TAR, permettant 
à P-TEFb et ELL d’agir de façon coordonnée afin d’activer la transcription (He et al., 2010; 
Sobhian et al., 2010). De plus, Tat favorise la formation du SEC en stabilisant ELL, qui est 
normallement une protéine rapidement dégradée par le protéasome (He et al., 2010).  
D’un point de vue plus général, tandis que Tat recrute P-TEFb au niveau du promoteur LTR 
du VIH-1, le facteur Brd4, qui s’associe avec une grande fraction des complexes P-TEFb 
cellulaires, recrute P-TEFb au promoteur de nombreux gènes (Jang et al., 2005). Or, il a 
récemment été démontré que tout comme Tat, Brd4 est capable de libérer P-TEFb à partir de 
la snRNP 7SK (Krueger et al., 2010; Schroder et al., 2012). Il serait intéressant de savoir si 
d’autres facteurs de transcription cellulaires, identifiés comme interagissant avec P-TEFb, 
sont également capables de libérer P-TEFb à partir de la snRNP 7SK dans différentes 
conditions. En effet, il est probable qu’il existe différents mécanismes impliqués dans la 
libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK afin de diriger l’activité de P-TEFb à certains 
groupes de gènes spécifiques en fonction des besoins de la cellule.       
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Chapitre II : Les éléments du snARN 7SK importants pour 
la liaison des protéines LARP7 et MePCE 
I) Formation de la snRNP « cœur » MePCE-LARP7-7SK 
Le contrôle du niveau nucléaire de P-TEFb libre par sa séquestration au sein de la snRNP 
7SK est un mécanisme essentiel pour réguler la transcription par l’ARN pol II, la croissance 
cellulaire et la prolifération. Dans ce mécanisme de régulation, le snARN 7SK joue un rôle 
central en servant de plateforme structurale pour l’assemblage coordonné d’HEXIM et de P-
TEFb. Or, la stabilité du snARN 7SK et donc la formation des snRNP 7SK dépend des 
protéines MePCE et LARP7 qui collaborent pour stabiliser le snARN 7SK. Pour mieux 
comprendre les interactions moléculaires à la base de l’assemblage de la snRNP 7SK régulant 
la disponibilité de P-TEFb dans les cellules, nous avons déterminé les éléments du snARN 
7SK humain dirigeant la liaison de LARP7 et MePCE in vivo. Nous avons montré que, en 
plus de la série de U à l’extrémité 3’-OH du snARN 7SK, la structure en tige-boucle située 
juste en amont est également essentielle pour la liaison de LARP7 au snARN 7SK. Au sein de 
cette tige-boucle, la séquence de la boucle apicale ainsi que le maintien de la structure et de la 
distance entre la boucle apicale et la série de U sont essentiels à la liaison de LARP7. Nous 
avons montré que ni la tige-boucle située à l’extrémité 5’, ni la région centrale du  snARN 
7SK ne sont essentielles pour la liaison de LARP7. Néanmoins, il faut noter que la délétion de 
toute la région centrale du snARN 7SK dans le mutant minimal 7SK5’+3’hp affecte la liaison 
de LARP7 (figure 3). Cela suggère que même si la région centrale du snARN 7SK ne contient 
pas d’élément essentiel pour la liaison de LARP7, cette région pourrait contribuer à la liaison 
de LARP7 en facilitant le repliement correct de l’ARN pleine taille. Tandis que LARP7 se lie 
dans la région située à l’extrémité 3’ du snARN 7SK, les éléments nécessaires à la liaison de 
MePCE comprennent la base de la tige-boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK et la 
région simple brin suivant cette tige-boucle. 
Le fait que MePCE s’associe au snARN 7SK même lorsque ce dernier ne porte pas de coiffe 
Ȗ-monomethyl phosphate tend à montrer que MePCE s’associe au snARN 7SK 
indépendamment de sa coiffe particulière. Néanmoins, comme nous l’avons découvert par la 
suite en essayant de définir les éléments du snARN 7SK nécessaires pour la liaison de 
MePCE, la présence de LARP7 biaise nos résultats. En effet, il nous a été impossible de 
déterminer le site de liaison de MePCE en présence de LARP7. Il est possible que via son 
interaction directe avec LARP7, MePCE co-précipite le snARN 7SK. LARP7 interagissant 
avec le snARN 7SK synthétisé par l’ARN pol II (U1-M11), on ne peut pas exclure la 
possibilité que l’interaction que nous détectons soit due à l’interaction de MePCE avec 
LARP7 et non à son interaction directe avec le snARN 7SK. De plus, tous les éléments que 
nous avons identifiés comme étant importants pour la liaison de MePCE au snARN 7SK font 
partie des éléments constituant le signal d’ajout de la coiffe Ȗ-monomethyl phosphate au 
snARN 7SK (Shumyatsky et al., 1994). On ne peut donc pas exclure que les mutations 
introduites dans ces éléments abolissent l’interaction de MePCE au snARN 7SK parce 
qu’elles abolissent l’ajout de la coiffe Ȗ-monomethyl phosphate au snARN 7SK. Il nous faut 
donc vérifier si la liaison de MePCE au snARN 7SK est réellement indépendante de la coiffe 
Ȗ-monomethyl phosphate. Pour cela, le clonage d’un vecteur d’expression contenant un 
mutant du snARN 7SK ayant perdu sa capacité de liaison à LARP7 sous le contrôle du 
Figure 35 : Modèle représentant l’assemblage de la snRNP 7SK séquestrant le facteur 
positif d’élongation de la transcription P-TEFb 
La protéine La, qui se localise aux promoteurs des gènes transcrits par l’ARN pol III et 
reconnaît l’extrémité 5’pppG des transcrits pol III naissants pourrait se lier au snARN 7SK 
naissant. La protéine MePCE pourrait ensuite coiffer le snARN 7SK naissant dès que le signal 
d’ajout de la coiffe constitué de la tige-boucle 5’ suivie d’une séquence simple brin est 
synthétisé. MePCE resterait alors associée au snARN 7SK. Bien que son interaction avec le 
snARN 7SK ait été déstabilisée par l’ajout de la coiffe Ȗ-monomethyl phosphate par MePCE, 
la protéine La se ré-associe rapidement au snARN 7SK via son interaction avec l’extrémité 
3’-UUU-OH. La protéine LARP7 entre alors en compétition avec la protéine La pour la 
liaison à l’extrémité 3’ du snARN 7SK. Une fois liée au snARN 7SK LARP7 peut se lier 
directement à MePCE et inhiber son activité catalytique. En retour, MePCE stabilise 
l’interaction de LARP7 avec le snARN 7SK. Une fraction des snRNP 7SK « cœur » ainsi 
assemblées permettra la séquestration de complexes P-TEFb. Pour cela un dimère d’HEXIM 
se lie à deux motifs parfaitement conservés localisés dans les parties distale et proximale de la 
tige-boucle située à l’extrémité 5’ du snARN 7SK. Cette liaison entraîne un changement 
conformationnel au sein des protéines HEXIM qui peuvent alors interagir avec P-TEFb et 
inactiver son activité kinase.  
-DISCUSSION- 
Chapitre II : Les éléments du snARN 7SK importants pour la liaison des protéines 
LARP7 et MePCE 
_________________________________________________________________________________________________________________
88
promoteur du gène U1 est en cours au laboratoire. L’utilisation de ce snARN 7SK mutant 
nous permettra de nous affranchir de l’interaction entre LARP7 et MePCE.  
Enfin, on ne peut pas exclure qu’une fraction du snARN 7SK exprimé sous le contrôle du 
promoteur de U1 possède quand même une coiffe Ȗ-monomethyl phosphate. Dans ce cas, on 
peut envisager que cette fraction des snARN 7SK soit celle qui s’associe à MePCE et LARP7. 
Néanmoins, cela est très peu probable. En effet, les enzymes de « capping », la 
guanylytransférase et la methyltransférase, interagissent directement avec le CTD de l’ARN 
pol II et ajoutent donc la coiffe m7G sur les transcrits synthétisés par l’ARN pol II de manière 
co-transcriptionnelle, lorsque le transcrit naissant atteint une taille de 25 à 50 nucléotides (voir 
chapitre I de l’introduction). De plus, des analyses par ChIP ont montré que MePCE n’est pas 
détectable au promoteur de gènes transcrits par l’ARN pol II (Xue et al., 2010). Pour prouver 
définitivement que MePCE se lie au snARN 7SK même en l’absence de la coiffe Ȗ-
monomethyl phosphate, il faudrait vérifier que MePCE interagit avec les snARN 7SK 
immunoprécipités avec l’anticorps anti-m7G. 
Il a été montré que MePCE est enrichie au promoteur des gènes 7SK et U6 comparativement 
à son niveau au promoteur de gènes transcrits par l’ARN pol II (Xue et al., 2010). De plus, le 
snARN 7SK présent au sein de la snRNP 7SK contenant P-TEFb possède déjà sa coiffe Ȗ-
monomethyl phosphate. Ces résultats tendent à montrer que le snARN 7SK est coiffé co-
transcriptionnellement par MePCE. Néanmoins, il a été montré que la tige-boucle située à son 
extrémité 5’ suivie d’une séquence simple brin constitue le signal d’ajout de la coiffe au 
snARN 7SK in vitro. De plus, la séquence suivant la tige-boucle située à l’extrémité 5’ de 
l’ARN doit atteindre une taille minimale de 15 à 25 nucléotides pour un ajout de la coiffe 
efficace in vitro (Shumyatsky et al., 1994). La nécessité de ce signal particulier, retrouvé dans 
les snARN U6 et 7SK, suggère que MePCE coiffe le snARN 7SK co-transcriptionnellement 
dès lors que la première tige-boucle et la séquence simple brin suivant sont synthétisées.   
Nous avons montré qu’en présence de LARP7, MePCE interagit avec le snARN 7SK même 
lorsque les éléments nécessaires à sa liaison sont mutés. En revanche, même en présence de 
MePCE, l’interaction de LARP7 avec le snARN 7SK est complètement abolie lorsque les 
éléments nécessaires à sa liaison sont mutés. Cela suggère que la liaison de LARP7 au snARN 
7SK est essentielle pour son interaction avec MePCE. En accord avec ces résultats, il a été 
montré que l’assemblage du complexe stable MePCE-LARP7 est médié par le snARN 7SK et 
dépend des interactions LARP7-snARN 7SK et LARP7-MePCE (Barboric et al., 2009). 
D’après les différentes données disponibles, on peut imaginer un modèle pour l’assemblage 
de la snRNP 7SK « cœur » LARP7-MePCE-7SK (figure 35). Ainsi, la protéine La, qui se 
localise aux promoteurs des gènes transcrits par l’ARN pol III (Fairley et al., 2005) et 
reconnaît l’extrémité 5’pppG des transcrits pol III naissants (Fan et al., 1998), se lie au 
snARN 7SK naissant. Lorsque le signal d’ajout de la coiffe constitué de la tige-boucle 5’ 
suivie d’une séquence simple brin est synthétisé (Shumyatsky et al., 1994), de manière co-
transcriptionnelle MePCE coiffe le snARN 7SK naissant puis lui reste associée (Xue et al., 
2010). Bien que son intéraction avec le snARN 7SK ait été déstabilisée par l’ajout de la coiffe 
Ȗ-monomethyl phosphate par MePCE, la protéine La reste associée au snARN 7SK via une 
interaction avec son extrémité 3’-UUU-OH (Stefano, 1984). La protéine LARP7 entre alors 
en compétition avec la protéine La pour la liaison à l’extrémité 3’ du snARN 7SK. Une fois 
liée au snARN 7SK (nos résultats), LARP7 peut se lier directement à MePCE et inhiber son 
activité catalytique (Xue et al., 2010). En retour, MePCE stabilise l’interaction de LARP7 
avec le snARN 7SK (Xue et al., 2010).   
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Des études menées précédemment ont montré que la diminution des quantités de LARP7 dans 
la cellule par ARNi entraîne une co-déplétion du snARN 7SK, soulignant le rôle de LARP7 
dans le maintien de la stabilité du snARN 7SK (He et al., 2008; Krueger et al., 2008). En 
accord avec ce rôle essentiel de LARP7, toutes les mutations affectant la liaison de LARP7 au 
snARN 7SK entraînent un défaut d’accumulation de ces mutants dans les cellules HeLa 
(figure 4). En revanche, il a été montré que la diminution des quantités de LARP7 dans la 
cellule par ARNi n’affecte pas les niveaux de snARN U6 (He et al., 2008; Krueger et al., 
2008). Or, confirmant les résultats obtenus par d’autres équipes (Krueger et al., 2008), nous 
avons montré que LARP7 s’associe spécifiquement aux snARN 7SK et U6 in vivo. Il se 
pourrait donc que la diminution des niveaux de LARP7 dans les cellules n’affecte pas les 
niveaux de snARN U6 parce que, comme nous l’avons montré, LARP7 ne s’associe qu’à une 
très faible fraction des molécules de snARN U6. On peut donc se demander pourquoi seule 
une très faible fraction des molécules de snARN U6 dans les cellules s’associe à LARP7 et si 
comme c’est le cas pour le snARN 7SK, LARP7 protège l’extrémité 3’ de cette fraction des 
snARN U6. On peut également se demander quelle(s) est (sont) la (les) protéine(s) qui 
protège(nt) l’extrémité 3’ de la grande majorité des molécules de snARN U6 cellulaires étant 
donné qu’il semblerait qu’il ne s’agisse ni de LARP7 (figure 2), ni de la protéine La qui se lie 
à environ 10% des molécules de snARN U6 (Terns et al., 1992).   
  
Nos expériences de co-immunoprécipitations ont montré que MePCE s’associe 
spécifiquement aux snARN U6, U4 et 7SK au sein des cellules humaines. Or, contrairement 
aux snARN 7SK et U6, le snARN U4 ne présente pas de structure en tige-boucle à son 
extrémité 5’ et LARP7 ne s’associe pas à cet ARN. De plus, cet ARN est synthétisé par 
l’ARN pol II et porte donc comme les autres snARN U synthétisés par l’ARN pol II une 
coiffe m7G hyperméthylée (TMG). Aucun des éléments nécessaires à la liaison de MePCE 
n’est retrouvé au sein du snARN U4. Nous envisageons donc que l’interaction de MePCE 
avec ce snARN pourrait être indirecte et liée à l’interaction de MePCE avec le snARN U6 au 
sein de la snRNP U4/U6. Il serait intéressant de vérifier si, comme c’est le cas pour la snRNP 
7SK, MePCE joue un rôle essentiel dans la formation de la snRNP U6. 
II) Recrutement de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK 
LARP7 est une protéine qui s’associe spécifiquement à la quasi totalité des molécules de 
snARN 7SK cellulaires à travers plusieurs motifs de liaison à l’ARN. Nous avons démontré 
que LARP7 se lie à la tige-boucle située à l’extrémité 3’ du snARN 7SK. Une analyse 
mutationelle systématique du site de liaison de LARP7 sur le snARN 7SK a montré que les 
altérations de cet ARN, abolissant ou compromettant la liaison de LARP7, inhibaient 
également le recrutement de P-TEFb. L’interprétation la plus évidente pour ces résultats est 
que la liaison de P-TEFb au niveau de la tige-boucle 3’ du snARN 7SK est médiée par son 
interaction avec LARP7. En accord avec ces résultats, il a été montré in vitro que LARP7 
interagit directement avec la sous unité CDK9 de P-TEFb (Markert et al., 2008). L’interaction 
de P-TEFb avec LARP7 pourrait donc ne pas être une simple conséquence de la séquestration 
de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK, mais pourrait être activement impliquée dans le 
recrutement de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK. En plus de son rôle dans le maintien de la 
stabilité du snARN 7SK, LARP7 pourrait également jouer un rôle actif dans la séquestration 
de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK.  
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Il sera intéressant de déterminer si l’interaction entre LARP7 et P-TEFb est effectivement 
essentielle pour le recrutement de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK. Pour cela, il faudra 
trouver des mutations de LARP7 affectant son interaction avec P-TEFb mais n’affectant pas 
son interaction avec le snARN 7SK. Si, dans les complexes au sein desquels cette protéine 
LARP7 mutée est associée, P-TEFb n’est pas recruté, cela prouvera que l’interaction entre 
LARP7 et P-TEFb est essentielle pour la séquestration de ce dernier au sein de la snRNP 
7SK.  
Si l’implication de LARP7 dans la séquestration de P-TEFb au sein de la snRNP 7SK est 
confirmée, il sera intéressant de déterminer si des modifications post-traductionelles de 
LARP7 peuvent être à l’origine de la libération de P-TEFb à partir de la snRNP 7SK dans 
certaines conditions, comme c’est le cas de certaines modifications post-traductionelles de P-
TEFb ou HEXIM.    
Par ailleurs, étant donné que contrairement à HEXIM, LARP7 reste stablement associée au 
snARN 7SK après la libération de P-TEFb (Barboric et al., 2009; He et al., 2008; Krueger et 
al., 2008; Markert et al., 2008), il serait intéressant de déterminer si LARP7 joue un rôle actif 
dans la formation des autres snRNP 7SK.  
Nos analyses ont permis d’identifier des éléments de la tige-boucle 3’ du snARN 7SK 
interférant avec la liaison de P-TEFb sans affecter la liaison de LARP7. La liaison de P-TEFb 
requiert donc également des éléments qui ne sont pas essentiels pour la liaison de LARP7. 
Cela suggère que, contrairement au recrutement de P-TEFb au niveau de la tige-boucle 5’ du 
snARN 7SK qui semble uniquement médiée par son interaction avec HEXIM (Egloff et al., 
2006), la liaison de P-TEFb à la tige-boucle 3’ du snARN 7SK semble nécessiter plusieurs 
types d’interactions intermoléculaires. Ainsi, P-TEFb pourrait être recruté à la tige-boucle 3’ 
du snARN 7SK via une interaction directe avec LARP7 et une interaction directe ou indirecte 
avec la tige-boucle 3’ du snARN 7SK. Il serait intéressant de déterminer si l’interaction de P-
TEFb avec les éléments de la tige-boucle 3’ du snARN 7SK qui ne sont pas essentiels pour la 
liaison de LARP7 est directe ou indirecte. En effet, cela nous permettrait de savoir si une 
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